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第一章 序論
第一節 ヒラメ養殖の現状と問題
1－1．ヒラメ養殖の現状
 ヒラメ，Paralichtdys olivaceusは、平成17年の農林水産統計によると国内総生産量が
12，000 tである。その内訳は、海面漁業漁獲量が7，000tに対して海面養殖生産量が5，000
tと養殖生産量がヒラメの総生産量の4割以上を占めるに至っている1）。しかしながら、
ヒラメ・カレイ類の輸入量は約50，000tと国内総生産を上回っている2）。
 近年、養殖生産ならびに種苗生産の過程において閉鎖系で高密度な飼育が行われること
で魚体の損傷やストレスおよび感染魚との接触による感染症が周年で発生し、多大な被害
が出ている。また、輸入された魚介類から感染症に対する薬剤が検出され、しばしばメデ
ィアで取り上げられるなど輸入魚介類に対する安全性が懸念されている。このことから、
天然資源量の変動、環境汚染物質による魚介類の安全性の問題などから、安定かつ安全な
水産資源の提供が求められている。
1－2．ヒラメの細菌感染症
  ヒラメにおける細菌症は、主に春先から秋に渡って発生する。春先に水温14－18℃と
比較的低い時期には、グラム陰性細長桿菌であるTenacibaeulum〃eariti〃1UM（＝Flexibαcter
maritinus）が原因の滑走細菌症が発生している3）。初夏から秋の高水温期には、主な細菌感
染症は、グラム陰性短桿菌であるEdUαrdsiella taJ・daの感染によってエドワジエラ症が発
生する4・ 5）。滑走細菌症に対しては、水産用医薬品のニフルスチレン酸ナトリウムの薬浴
による治療効果は見られる。しかしながら、エドワジエラ症に対してスルファモノメトキ
シン・オルメトプリム合剤に治療効果があると報告6）されているが認可されていない7）。
仔魚期には、グラム陰性短桿菌Vibrio ichthyoenteTiの感染による細菌性腸管白濁症が発
生することもある。細菌性腸管白濁症は、発症後の薬剤治療に効果は無い8）。
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 他に、グラム陽性菌でβ溶血型レンサ球菌の8㌍ρ‘oωco〃3 iniaeが原因のレンサ球菌症
および細胞内増殖性の性質を持つグラム陽性糸状菌の1＞bcardia seriolae（＝N． kampachi）に
よって引き起こされるノカルジア症がある。レンサ球菌症に対しては塩酸オキシテトラサ
イクリンなどの水産用医薬品による効果が認められているが、ノカルジア症に対しての治
療薬およびワクチンは存在しない7）。
1－3．ヒラメのウイルス感染症
 ヒラメの主なウイルス感染症として、冬場や春先にかけて水温が2－18℃時期に（一）sense
RNA Virusであるヒラメラブドウイルス（Hirame Rhabdovirus：HIRRV）により引き起こさ
れるラブドウイルス病が発生する9・ 10）。また、2000年から水温15℃以下の時期に（一）sense
RNA VirusesであるViral hemorrhagic septicemia virus（VHSV）による感染症が報告されてい
る11・12）。いずれのウイルスも薬剤による化学療法の効果は認められないが、それぞれウ
イルスのGlycoprotein（G－protein）遺伝子の発現ベクタープラスミドによるDNAワクチンの
高い予防効果が報告されている13・14）。
 また、古くからはdsDNA virusであるFlounder Lymphocystis Disease Virusの感染による
りンホシスチス病（Lymphocystis disease：LCD）が発生している15）。本病の特徴である皮膚
結合組織細胞（リンホシスチス細胞）によって市場価値が著しく下がる。現在では、不活
化ワクチンおよび弱毒性生ワクチンが開発されており16）、さらに耐病性種苗の作出にも
成功している17・ 18）。他に、（＋）sense RNA virusであるBetanodavirus属の感染によるウイル
ス性神経壊死症がある。本感染症に対しては、ウイルス保有親魚の徹底的な排除対策によ
り1996年以降はほとんど発生していない19）。
第一節 魚類の免疫機構
2－1．脊椎動物における免疫機構
 免疫は、自己と非自己を区別し、非自己を排除し、恒常性を維持する機能である。生体
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防御においては、侵入してくる抗原（多くは病原体）の認識および排除を担う機構を指す。
この免疫機構には、抗原の認識様式の違いによって、自然免疫系と適応免疫系（獲得免疫
系）に大別される。抗原非特異的に異物を除去する自然免疫系は、基本的に脊椎動物、無
脊椎動物を含む全ての多細胞生物に備わっているが、抗原特異的に異物を除去する獲得免
疫は、脊椎動物の一部（無顎および有顎脊椎動物）にしか存在しない。
2－2．自然免疫機構
 自然免疫系は、非特異的に異物（主に病原体）の侵入を防ぐだけではなく、侵入してき
た異物を迅速に認識し、除去する重要な機構である。
 魚類では、皮膚や鱗などの体表、総などの呼吸器官や消化器官表面などの物理的な防御
20・ 21）がある。また、粘膜に含まれるムコタンパク質や抗心生物ペプチド、タンパク質分解
酵素、特定の糖鎖と結合するレクチンおよび細菌の細胞壁構成成分であるペプチドグリカ
ン（Peptideglycan；PG）層を分解するリゾチームが宿主内への病原体の侵入を防いでいる22’
23）o
 上記の防御機構を通過した病原微生物に対しては、血清タンパク質である補体による防
御が行われる。魚類においても哺乳類と同様にC1－C9、 B因子およびD因子が存在し、
抗体依存的な古典経路、抗体非依存的な第二経路およびレクチン経路を経て活性化する
24）。そして、膜侵襲複合体（Membrane attack complex；MAC）を形成することで、細菌の細
胞表面に孔を形成させ溶解させる25・ 26）。
 また、脊椎動物には、宿主には存在しない病原微生物構成成分を認識する機構が存在す
る。この病原微生物に共通して存在する特有の分子構造（Pathogen－associated molecular
patterns；PAMPs）の抗原認識を担うのが、パターン認識受容体（Pattern recogriition receptor；
PRR）である。主なPRRとして、補体系等に関与しているレクチンやスカベンジャーレセ
プター（Scavenger receptor；SR）、 Toll様レセプター（Toll－like receptor；TLR）およびNLR
（NOD－like receptorまたはNACHT－LRR receptor）などが知られている27・ 28・ 29・ 30）。
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 PRRでは、特に、 TLRが自然免疫系では重要な働きをすることが知られている。 TLR
は、抗原認識モチーフであるロイシンに富む領域（leucin－rich repear；LRR）を細胞外に有し、
LRRを介して細菌、ウイルスまたは真菌といった病原微生物の構成成分を認識する31）。
 哺乳類のヒトでは10種類のTLR（TLR I－TLR l O）が発見されており、それぞれのTLRに
対するリガンドは少なくとも一つ同定されている32）。TLR 1とTLR6は、グラム陽性菌の
細胞壁に含まれるペプチドグリカンの成分であるリポタンパク質を認識するTLR2と共役
する。TLR1は、トリアシル基を持つリポタンパク質を認識する33）。それに対して、
TLR6は、ジアシル基を持つリポタンパク質を認識し34）、さらに、真菌の構成成分である
チモザン（zymosan）の認識に関与している35）。 TLR3は、ウイルスの二本鎖RNA（poly
I：C）を認識する36）。TLR4は、 MD2とCD 14と共役してグラム陰性菌の細胞壁構成成分で
あるリポポリサッカライド（Lipopolysaccharide；LPS）を認識する37）。 TLR5は細菌の繊毛
であるフラジェリンを認識する38）。TLR7およびTLR8は、ウイルスの一本鎖RNAを認
識し39・ 40）、TLR9は、細菌もしくはウイルス由来非メチル化CpG－DNAを認識する41・ 42・ 43）。
 抗原認識によって伝えられるTLRシグナリングは、免疫関連遺伝子の発現を制御する
転写因子、Nuclear factor K B（NF－kB）やInterferon regulatory factors（IRFs）の活性化を導く。
TLRは、抗原認識後に細胞内にあるTolYIL・・ 1 receptor（TIR）ドメインと同じくTIRドメイ
ンを有する細胞内アダプター分子がTIRドメインを介して相互作用する。そして、細胞
内シグナル伝達分子を活性化して免疫関連遺伝子が転写制御されることが知られている
44）o
 TLR3以外には、細胞内アダプター分子として、 TIRドメインの他にdeathドメインを
有するMyD88が存在する45）。 MyD 88は、 TLR2や4と共役する場合、 deathドメイン同
士の相互作用を介してキナーゼファミリーであるIL－1R－associated kinase（IRAK）46）とTIR
ドメインを有するTIR domain－containing adapter protein（TIRAP）と会合する47・ 48）。そして、
TRAF6を活性化し49）、 TGF一β一activated kinase（TAK）1を介してIKB kinase（IKK）βをリン
酸化する。活性化したIKKβは、 NF－KBやMitogen－activated protein kinase（MAPK）などの
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転写因子やキナーゼを活性化し、炎症性サイトカイン遺伝子の発現を促す5951・52）。TLR7
やTLR9と共役する場合は、 TRAF6を介してIKKβをリン酸化し、 NF－KBを活性化して
炎症性サイトカイン遺伝子の発現を促す32）。また、TRAF3と共役するとIL－1 receptor
associated kinase（1［RAK）1を介してIRF－7をリン酸化する。そして、リン酸化したRF－7
は、1型インターフェロン遺伝子の発現を誘導する53・54）。
 MyD88非依存的な経路として、 TIR domain－containing adapter protein inducing IFN一β
（TRIF， TICAM－1）が存在する。 TICAM－1は、 TLR3やTLR4によるシグナリング伝達を受
けて活性化される。活性化したTICAM－1は、 TRAF6やReceptor－interacting protein（RIP）1
を介して、NF－KBを活性化し、炎症性サイトカイン遺伝子の発現を誘導する55・56）。ただ
し、TLR4ではTRIFと共役するのにTRIF－related adapter molecule（TICAM－2）を必要とする
57）。また、IKKεとTANK－binding kinase 1（TBK1）を活性化することでIRF－3やIR：F－7をリ
ン酸化させ1型IFN遺伝子の発現を誘導する。これらの経路と平行して、 TRAF6を介し
た経路ではIRF－5を活性化し、炎症性サイトカイン遺伝子の発現を誘導する58）（Fig．1）。
 近年の研究で、TLR3の他に二本鎖RNAウイルスを認識する抗原認識レセプターが発
見され、細胞質内でウイルス二本鎖RNAを認識するRNAヘリケースドメインとシグナ
ル伝達経路の活1生化に必要なCaspase activation and recruitment domain（CARD）を有する
Retinoic ac云d－inducible gene I（RIG－1）と同じくRNAヘリケースドメインとCARDを有する
Melanoma differentiation associated gene－5（Mda－5）が報告された59・ 60・ 61・ 62）。 RIG－1および
Mda5は、 IFN一β stimulator 1（IPS－1，または、 mitochondrial antiviral signaling protein）を介し
て、RIP－1経路およびIlaKεを活性化する。そして、活性化したキ・ナーゼが：NF－KB、 IRF－3
およびIRF－7に作用して炎症性サイトカインや1型IFNの発現誘導を行う63）（Fig．1）。
 魚類のTLRは、これまでにアメリカナマズでTLR2、3、5、5soluble fbrm、20および
21 64’ 65’ 66）キンギョでTLR2267）、ゼブラフィッシュでTLR I、2、3、4、5、5 soluble fomi、
7、8、9、18、19、20、21：および2268’69）、トラフグでTLRI、2、3、5、5soluble form、7、
8、9、18、21および2270）、ニジマスでTLR5、5soluble fb㎜および22 71’ 72’ 73）、ヒラメよ
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りTLR 1（unpublished data）、2、5 soluble form（unpublished data）、9および22が報告され
ている74・ 75）。また、シグナル伝達を担うMyD88、 TlcAM、 TRAF、 IRAKおよびIKKな
どの細胞内アダプター分子およびキナーゼも報告されている76’ 77’ 78・ 79・ 80・ 81）。
 魚類においてもTLRを介したシグナル伝達を担う遺伝子群が保存されていることから、
その機構は哺乳類と類似したものと考えられる。しかしながら、ゼブラフィッシュにおい
てTICAMIは、1型IFNの発現誘導を行うが、 IRI？一3／1R：F－7の活性化に関与せず、また
TRAF6とも共役しない。しかしながら、 RIP－1とは共役し、 NF－KBの活性化を行うことが
報告されている82）。
 魚類でもTLR4が一部魚類に保存されている。しかしながら、共役分子でありLPSの
認識に重要なCD 14およびMD2のホモログは、魚類ゲノム中に存在しない。また、精製
されたUltra－pure LPSで白血球を刺激した場合、炎症性サイトカイン遺伝子などが発現誘
導されないことから魚類TLR4はLPSの認識に関与していない可能性がある80）。これま
でに魚類においてもLPS刺激により炎症性サイトカイン遺伝子の発現が誘導されている
報告がされている。これに対して、実験に使われた市販品のEscherichia coli由来のLPS
には他の細菌構成物質が混在しており、TLR2が混入物質を認識していると報告がある83）。
 また、遺伝的に離れている棘皮動物のウニでは、ゲノム中に222個のTLR遺伝子の存
在が確認されており、他のPRRであるNLRやSRも数十から100倍まで増加しているこ
とから獲i得免疫系を持たないウニではLRR含有遺伝子を増加させることで抗原認識の多
様化を図る戦略をとっていると考えられている84）。このようなことから、TLRを始めと
して抗原認識受容体は、種特異的に多様な進化をしている可能性が考えられる。
 そして、抗原認識受容体からのシグナリング伝達によってインター一Uイキン
（interleukin；IL）やインターフェロンなどのサイトカインが産生される。産生されたサイト
カインは、T細胞およびB細胞に代表されるリンパ球やマクロファージなどの免疫細胞
の分化、増殖および食細胞の貧食作用の活性化を行う。さらに、iNosのような抗菌物質
およびMxタンパク質などの抗ウイルス物質の分泌、主要組織適合遺伝子複合体（maj or
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histocompatibility complex；MHC）遺伝子および免疫グロブリンの発現を促進させ、自然免
疫系および適応免疫の活性化に重要な役割を持つ。
2－3．適応免疫機構
 自然免疫が恒常的に発現しているPRRによって病原体の侵入に対して迅速に対応でき
るのに対して、適応免疫の特徴は個々の抗原を個別に、すなわち特異的に認識することで
ある。この適応免疫は、リンパ球のT細胞およびB細胞が担っており、抗原と直接結合
するT細胞レセプター（T cell receptor；TCR）もしくはB細胞レセプター（B cell receptor；
BCR）を細胞表面に発現させている。これらレセプターの抗原結合部位は、組換え活性化
遺伝子（recombination－actibating gene；RAG）による遺伝子再構成により膨大な多様陸を生
ずる。そのため、適応免疫では天文学的な数の抗原を特異的に認識することが可能となる。
適応免疫は、抗原排除機構と主にリンパ球の種類によって、細胞性免疫と液性免疫に分け
られる。細胞性免疫は基本的に内在性抗原（ウイルスやがん細胞の遺伝子産物）に対する
生体防御機構である。内在性抗原は、プロテアソーム（タンパク質分解酵素複合体）によ
り分解される。その分解産物である抗原ペプチドは、MHCと結合した状態で細胞表面に
運搬される。MHC class I分子を介して抗原ペプチドがCD8＋の細胞傷害性T細胞に提示
されると、細胞傷害性T細胞が発現しているTCRを介してMHC class I・抗原ペプチド複
合体と結合し、ウイルス感染細胞やがん細胞を傷害する。一方、液性免疫は、外来性抗原
（病原微生物）に対する抗体産生を主軸とした生体防御機構である。細胞性免疫の排除機構
と異なり、抗体と結合した外来性抗原は貧食細胞による食：作用と補体系による細胞傷害に
よって排除される。液性免疫はB細胞上に発現しているBCRが抗原を認識し、 B細胞が
抗体産生細胞へと分化することによって始まる。多くの場合、抗体産生細胞への分化には
抗原特異的ヘルパーT細胞と抗原特異的B細胞がTCRとB細胞上に発現されるMHC
class II・抗原ペプチド複合体の結合を介して、物理的に接触することが必要である85）。
 魚類においても哺乳類と同様に獲得免疫を担うリンパ球であるT細胞およびB細胞が
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存在する86）。哺乳類では、抗原提示にMHCが関与しており、魚類においてもワクチン接
種後にMHC遺伝子の発現量が上昇しており、獲得免疫の抗原提示が行われていることが
推測される87）。哺乳類においてT細胞は、細胞表面分子とその機能において分類されて
いる。Tヘルパー細胞に特徴的なCD4は、トラフグよりクu一ニングされ、リンパ組織
で発現することと膜表面に発現することから免疫システムへの関与が考えられる88）。ま
た、細胞傷害性T細胞に発現が見られるCD8は、ニジマスよりクローニングされ、ニジ
マス白血球より分離されたCD8＋細胞に細胞傷害能を持つことが確認されている89・ go）。こ
のT細胞上に発現しているTCRは、魚類ではα鎖、β鎖、γ鎖およびδ鎖が存在してお
り、哺乳類と同様にα／β鎖ならびにγ／δ鎖がそれぞれ同一細胞で発現していることが示さ
れている91）。魚類のB細胞で産生される免疫グロブリンには、直鎖92）および重鎖が存在
している。重鎖は、トラフグでは、IgM93）およびIgD 94）が存在しているが、ニジマスおよ
びゼブラフィッシュではその他にIgT 95）やIgZ96）が発見されている。このように多くの免
疫グロブリンが発見されているが、形質B細胞において主に産生される免疫グuプリン
は、IgMと考えられている9Z 98・99）。また、最近の研究によってニジマスのIgM＋B細胞で
は、哺乳類のB細胞には存在しない面食能力を持つことが明らかにされIoo）、魚類のB細
胞は哺乳類とは異なる進化を遂げている可能性が示唆されている。
 この適応免疫系は、様々な生物種を対象として、TCRIBCRIMHCIRAG遺伝子の探索が
行われた結果、これらの遺伝子ファミリーは軟骨魚類から哺乳類に至るまでの有顎脊椎動
物に存在することが明らかとなっている。しかしながら、EST解析やゲノム解析といっ
た網羅的探索をもってしてもヤツメウナギなどの無顎脊椎動物や軟体動物および節足動物
などの聯動物からはTCRIB CRIMHCIRAG遺伝子が同定されていない85・101）。したが
りて、これらTCR／B CRIMHCIRAG遺伝子からなる適応免疫系は繍椎動物独特のシス
テムであると考えられる。しかし、近年の研究では、これら遺伝子ファミリーとは異なる
適応免疫の機構が無顎脊椎動物であるウミヤツメから発見された102）。その遺伝子は、複
数のLRRドメインを有するVLRと呼ばれる遺伝子で、 TCRやBCRとは異なるRAG非
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依存的な全く新しい再構成遺伝子である。このVLRは、免疫刺激によって発現が誘導さ
れ、その配列は著しく変化しており多様性に富んでいる。その多様性はランダムに抽出し
た100以上の配列を比較しても、全く同じ配列を見出すことはほとんど不可能である。こ
のアミノ酸の置換は、LRRモジュールのN末端ドメインのC末端側およびC末端ドメイ
ンのN末端側に集中しており、このLRRモジュールの数も配列も異なっているが、5’末
端および3’末端のアミノ酸配列は完壁に保存されている。これらのことから有顎脊椎動
物以外の新口動物は、前述したウニ類のPRR遺伝子群の多様化やナメクジウオ類に見ら
れる多様なLRR含有遺伝子の存在、このヤツメウナギ類の再構成遺伝子であるVLRなど、
抗原認識に重要なドメインであるLRRを有する遺伝子の複製や変異を与える仕組みによ
り多様化を図り様々な抗原微生物からの防御システムを獲得していると考えられる。
2－4．インターフェロン制御因子
 インターフェロン制御因子（interferon regulatory factor；IRF）遺伝子ファミリーは、 IRF－1
の発見により見出された。IRF－1は、ウイルス感染後に産生されるIFN一βのプロモーター
にあるエンハンサー領域に結合する転写因子として発見された103）。続いて、IRF－2は
IRF－1の抑制因子として発見された104）。これらIR：Fが結合する領域は、 IFNのみならず
他の免疫関連遺伝子のプロモーター領域にも存在しており、そのコンセンサス配列のモチ
ーフは、IRF－stimulated response element（ISRE）として知られている105）。 IRF－1やIRF－2に
見られるDNA結合領域（DNA binding domain；DBD）と相同性を持つIRFファミリーメン
バーが次々と同定され、現在では哺乳類と鳥類は、IRF－1からIRF－10（IRF－10は鳥類のみ）
までが報告されている106’107’108）。
 IRFはいくつかの機能的なドメインにより構成されているが、5’末端から約115アミノ
酸までの領域にDBDが保存されている。全てのIRFのDBDは、10－18アミノ酸の間隔で
存在する5つのトリプトファン残基が特徴的で104）、トリプトファン残基が繰り返し存在
する。－mybとその構造が似ていることが知られている109）。また、 IRF－6を除いた全ての
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IRFのC末端側には、ホモダイマーもしくは他のIRFや共役分子と相互作用するための
IRF会合ドメイン（IRF－association domain；IAD）が存在するIo7）。 IADには構造の違いから
二つタイプが存在しており、IRF－1およびIRF－2に存在するIAD2は、制御ドメインに
PEST（Proline一， glutamic－acid一， serine－and・threonine－rich）ドメインが存在している。このIAD2
のPESTドメインは、転写因子であるETSファミリーメンバーとの共役を補助する。
IRF－1およびIRF－2を除いたIRFファミリーメンバーにはIAD 1が存在しており、C末端
側に一180アミノ酸以内のアミノ酸が保存されているno）。 IRF－2、 RF－3、 IRF－4および
IRF－5には自己抑制ドメインが存在しておりlI1・112・ 113・ lI4）、通常時はこのドメインによっ
てIRFとして機能しないが、共役分子の結合もしくはリン酸化することで活性型となり
DNA結合能を持つ。このように、 IRFの機能制御機構は、異なるIRITファミリーメンバ
ーや共役因子との共役によってIRFの発現レベルだけに制限されない複雑なものとなっ
ている。
 魚類においてもIRFファミリーメンバーがいくつか同定および報告されている。ヒラ
メ（Paralichthys olivaceus）、トラフグ（勘g〃励吻θ5）、 ヨーロッパヘダイ（Sparus aurata）
およびターボット（Scophthalm us MCIxi〃zus）からIRU’一・111s・116・117）が、 ニジマース
（Oncorhynchus mykr’ss）からIRF－1およびIRF－2118）が、ケツギョ（Siniperca ehuatsi）から
IRF－1、 IRF－2およびIRF－7119・ 120）が、ギンブナ（CaJussius auratus）からIRF－1およびIRF－
7121’ 122）が、ゼブラフィッシュ（Dαη∫o謝。）からIRF－6123）が報告されている。最近の研究で
は、ヒラメの胚由来の培養細胞株でIRF－1を過剰発現させるとウイルスに対する抵抗性を
持つことが報告されている124）。しかしながら、魚類におけるIRFの知見は、哺乳類や鳥
類に比べて少なく、IRFは免疫・生体防御関連遺伝子の転写制御において重要な役割を持
つことから、魚類の免疫機構の解明のためにも詳細な機能解析が重要と考えられる。
2－5． 一IRF－4
 1RF－4遺伝子は、解析された機能の違いから、 PU．1－interaction partner（PIP）、 ICSBP in
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adult T－cell leukaemia cell lines or activated T cells（ICSAT）ならびにLymphoid－specific IRF
（LSIRF）として知られている125・12◎127）。 IRF－4の発現は、 B細胞、 T細胞およびマクロファ
ージなどの免疫システムに関与する細胞に限定される125・128）。脾臓T細胞では、CD3特
異的抗体によって発現が誘導され、脾臓B細胞では、IL－4、 IgMもしくはCD40特異的抗
体によってIRF－4は発現が誘導される129・ 130・ 131）。マクロファージでは、 LPSもしくは
IFN一γによって活性化されるとIRF－4の発現レベルは変化しないが、 IRF4の核移行は誘
導される。このIRF－4の核移行のメカニズムは、自己抑制ドメインによる核移行シグナル
（nuclear－localization slgnal）抑制の解放が関与していると考えられている132）。この自己抑制
ドメインが、IRF－4のDBDと共役していることで、 IRF－4は、標的遺伝子の転写活性化が
出来ず、IRF－1のような他のIRFがISREに結合することを抑制している。さらに、 IRF－4
は、IAD 1を介してMyD88と共役することが可能でIRF－5とMyD 88の共役と競合するこ
とから、TLR7／TLR9のMyD88依存的経路による炎症性サイトカインの発現誘導を抑制す
る133・ 134）。しかしながら、IRF－4のC末端にETS転写因子のPU．1のPESTドメインと共
役するとIRF－4の自己抑制ドメインから解放される。そして、 IRF－4／PU．1の複合体は強力
に標的遺伝子（免疫グロブリンK軽鎖）の転写を活性化し、B細胞による抗体産生を活性
化させる113）。また、IRF－4は、 Tヘルパー細胞においてTCRもしくはIL－4レセプターか
らのシグナリングによって発現が誘導される。この時、STAT6と共役し131）、 GATA3遺
伝子の発現を誘導する。このGATA3はIL－4のプロモーターをクローズの状態からオー
プンにする作用が知られている135）。この時、IRF－4とNuclear factor of activated T cells
（NFAT）1もしくはNFAT2の複合体が形成される136）。この複合体がプロモーター領域に
結合することでIL－4遺伝子の発現が誘導され、 Th2細胞応答が活性化される137）。これら
のことから、IRF－4は病原微生物に対する免疫応答を炎症性サイトカインによる自然免疫
応答から、B細胞やT細胞による適応免疫応答に移行させるスイッチングのような働き
を持つことが考えられる。
 魚類においてもIRF4遺伝子がゼブラフィッシュ、トラフグおよびミドリフグのゲノム
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D：NAの予測された遺伝子中に存在することが最近報告された81）。
2－6． IRF－10
 1RF－10は鳥類より発見された10番目のIRFである。ヒトでは、20番染色体上にIRF－
10と類似した塩基配列の領域が存在するが、部分的であり、完全長のタンパク質は産生
されないことからヒトではIRF－10は失われていると考えられている。マウスでも同様に
IRF－10は存在しないとされる。 IRF－10は、構造的にはIRF－4にとても類似しており、
DBDおよびIAD Iを有している。 IRF－IOは、 T細胞応答を促進するコンカナバリンA
（Concanavarin A）、1型IFNおよびII型IFNで発現が誘導され、抗ウイルス応答に関与し
ているII型IFNにより誘導されるMHC class lおよびGuanylate binding protein（GBP）の発
現を誘導する。さらに、1型IFNに誘導される抗ウイルス活性を持つ2’，5’一〇ligo（A）の発現
誘導を促進する。IRF－10遺伝子の発現はリンパ様組織で見られることから他のIRF－4サ
ブファミリー（IRF－4， IRF－8， IRF－9およびIRF－10、構造的に類似している）と同様にリンパ
球、抗原提示細胞、食細胞などで発現していると考えられる108）。
 魚類においてはIRF－4と同様にゼブラフィッシュ、トラフグおよびミドリフグのゲノム
中に存在することが示唆されている81）。
2－7．サイトカイン
 サイトカインは可溶性タンパク質であり、特異的な受容体を介して標的細胞の挙動や性
質を変化させる生理活性物質である。極微量で生理活性を発揮するが、受容体の発現が細
胞・組織特異的であるため標的細胞は限定される。作用様式は基本的に、産生細胞の近傍
細胞に作用するパラタリンおよび産生細胞自身に作用するオートタリンのいずれかをとり、
遠隔作用する内分泌ホルモンと作用が異なる。しかし、血中のリンパ球が産生するサイト
カインが骨髄における細胞分化に関与することもある。サイトカインの多くは厳密な遺伝
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子発現調節または分泌調節によってコントロールされている。例えば、一過性発現するサ
イトカインのmRNAの3’非翻訳領域には、 ATTTAモチーフがしばしば発見される。こ
のモチーフは、mRNAの安定性に関与しており、このモチーフが多く存在するほど
mRNAが分解されやすくなる138・ 139）。サイトカインは、その構造の違いによりインターロ
イキン（interleukin；IL）、インターフェロン（interferon；IFN）、 TNFファミリーおよびケモ
カインに分類される。これらサイトカインが分類されるようにその受容体も分類される。
インターーロイキン受容体の多くはクラス1サイトカイン受容体に、インターフェロン受容
体はクラスIIサイトカイン受容体に分類される。クラス1受容体はスーパーファミリーを
形成し、単一の膜貫通領域、N末端側に保存された4っのシステイン残基および細胞膜外
近傍にTrp－Ser－X－Trp－Ser（WSXWS）モチーフを有する。これら受容体は必ずしも単一でリ
ガンドを認識せず、ホモ二量体、ヘテロ二量体およびヘテロ三量体構造をとり、受容体の
共有などが行われることから異なるサイトカインの機能の重複が見られる。
 いずれのサイトカインも免疫応答において重要な役割を果たしているが、中でもインタ
ーロイキンは現在までにIL－1からIL－30まで発見されており、リンパ球の分化、増殖お
よび活性化に必須の因子である。機能から活性作用をもつインターロイキンと抑制作用を
もつインターnイキンに分けられており、多くのサイトカインは活性作用を示すが、その
中でもIL－10は抑制性サイトカインとして知られている。この抑制性サイトカインは、免
疫応答において炎症作用を主とした自然免疫系の活性を抑えて抗体産生促進など適応免疫
を活性する作用を持つ140・141）。
2－8． IL－10
 1L－10は、1991年にTh2細胞より分泌される因子として報告され、その機能から
cytokine synthesis inhibitory factor（CSIF）と呼ばれていた。その名が示すように、サイトカ
インの抑制を行うことが考えられるが、細胞によって、抑制的にも活性的にも働き、その
作用とメカニズムは複雑である。
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 哺乳類では、ヒトとマウスともに178アミノ酸からなりN末端に18アミノ酸のシグナ
ルペプチドを持つ。IL－10は6つのヘリックス構造を持ち、 N末端付近で二二を結合し、
システイン残基によってホモ三量体を形成する。
 IL－10受容体は、 IL－10と結合するIL－10レセプター1（IL－10Rl）およびIL－10と結合しな
いがシグナル伝達に重要なIL－10R2のそれぞれ2分子からなる四温体を形成する。そして、
IL－10受容体は、他のインターーロイキンと異なりインターフェロン同様にII型サイトカイ
ン受容体に分類される。
 IL」10R1にはJanus kinase l（JAK 1）が、 IL－10R2にはTyrosine kinase 2（Tyk2）が結合してい
る。リガンドの結合によってリン酸化し、IL－10R 1の二つのチロシン残基がリン酸化され、
そこにSTAT3が結合して活性化することでSTAT 3が標的遺伝子を転写誘導する。この
標的遺伝子としてSuppressor of cytokine signaling protein（SOCS）一1およびSOCS－3が知られ
ている。SOCS－1はJAKのキナーゼ部位に結合し、その機能を抑制することで、 IFN一γ、
IL－4などのサイトカインを抑制する。 SOCS－3も同様にサイトカインのシグナルを抑える。
さらに、STAT3非依存的経路を通して、 NF－KB経路に対してIidBαを安定化させる。その
結果、NF－msの転写活1生を抑制し、炎症性サイトカインの産生を抑制する。
 これらの結果、マクロファージなどの抗原提示細胞（antigen－presenting cell；APC）の
CD80およびCD86 などの共刺激分子、 MHC class II、 IFN一γおよびIL－12などのサイト
カインの発現を抑制する。さらに、貧食作用などを抑制する。一方、B細胞に対しては、
MHC class IIの発現、抗体産生および活性型B細胞の増殖を促す。また、 CD8＋の細胞傷
害性T細胞の増殖を促す。このように、IL－10は、細胞によって異なる作用を示しており、
マクロファージには抑制作用を示して自然免疫系の活性を抑制する一方で、B細胞の抗体
産生促進や細胞傷害性T細胞を増強し、適応免疫系を活性させることが考えられる142・ 143）。
 魚類IL－10は、これまでにトラフグ、コイ、ニジマス、ゼブラフィッシュおよびヨーロ
ピアンシーバスで同定、報告されている144’ 145 ’146’ 147・ 148）。これら魚類のIL－10は頭腎、腸
および脾臓で発現している。また、哺乳類IL－10はウイルス、細菌および真菌構成成分に
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よって発現が誘導される。そして、魚類もまた細菌感染によってIL－10遺伝子が発現誘導
される。さらに、炎症性サイトカインであるIL－1βの発現レベルのピークに遅れてIL－10
の発現レベルがピークになることから、炎症反応の解消において魚類IL－10役割を持つこ
とが示唆されている。これを支持するものとして、IL－10の炎症性サイトカインの発現抑
制を行うSOCS－1およびSOCS－3遺伝子がゼブラフィッシュ、トラフグ、ミドリフグおよ
びニジマスに存在しており、LPSなどの細菌構成物質で誘導されることが挙げられる149・
150・ 151・ 152）。しかしながら、IL－10と結合し、シグナリング伝達を行うIL－10RlおよびIL－
10R2のオーソログが魚類には存在しない。ホモログとして類似した構造を持つ受容体の
遺伝子がいくつか示唆されているが、実際にどの受容体が魚類IL－10と結合するかは明ら
かでは無い81）。このように、魚類免疫応答の分子メカニズムを解明するためには、免疫
応答において炎症反応を中心とした自然免疫を沈静化し、獲得免疫に移行する際に働くと
されるIL－10の機能を調べることは重要と考えられる。
第三節 本研究の目的
 ヒラメ・カレイ類は輸入量が国内漁獲量および国内養殖生産量を合わせた国内総生産量
をはるかに上回っている。しかしながら、近年、輸入魚介類の薬剤残留問題が社会問題と
なっている。このことから、天然資源量の変動、環境汚染物質による魚介類の安全性の問
題などから、安定かっ安全な水産資源の提供が求められている。しかしながら、養殖生産
では周年発生する感染症の被害が大きい。この問題に対して、これまでに、DNAワクチ
ンの開発および耐病性・環境適応性魚作出が行われている。これらに対して魚類の生体防
御・免疫機構の分子メカニズムの解明が重要と考えられており、その機構を解明するため
大規模Expression sequence tag（EST）解析が行われ多くの免疫関連遺伝子が同定されてきた。
本研究では、EST解析より得られたクローンを詳細な解析によって哺乳類の免疫関連遺
伝子の転写制御に重要なInterferon regulatory factor（IRF）のファミリーメンバーであるIRF－
4およびIRF－10を同定した。一方、近年の研究により免疫応答において抑制的な働きを
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もつサイトカインの重要性が示唆されているため抑制性サイトカインとして知られている
Interleukin－10（IL－10）に着目してクローニングを試みた。そこで、本研究ではヒラメの生体
防御・免疫機構解明の基礎的知見の蓄積を目的として、IRF－4、 IRF－10およびIL－10遺伝
子の構造解析および発現解析を行った。
一16一
 Lipoprotein
     一一““
    N’TLR2
    LJps
   一一一一
TLR4
dsRNA
  ： e！
 ’   呂
 一e ：
 一         一
〇          脚
sSRIYA／CpG DNA
      i Cell
      ：      Lmem b rane
Endosom
IRAK4
TRAF6
11ｪk1貢．．
／
／
TAKI R亘P・1
   ：
   夢
TLR3
  ：一
  噸
RIG－1／MDA5
IPS鱒1
IKK B
FADD
：
：
：
ロ
ウ
TLR7
Endosome
TRAF6
：．． MyD88
IKK
TBKI
．㎞ぎ．
一一
 一“
 一一  一一
IrcB NF一 K B
p
一““一@一““一一
一1@一一一
’
TRAF3
mAK1
興〆：璽＿
”A    レ ム・つ
Infiammatory cytokines IFN－B IFN－a   嘱    嘱  嘱
     Fig．1．TLR signalhlg pathways血mammals32）．
一17一
第二章 材料と方法
第一節 ヒラメIRF－4遺伝子の構造解析および発現解析
1－1．遺伝子構造解析（cDNAスクリーニング）
1－1－1．プローブの設計
 cDNAクローンスクリーニングに用いるDNAプローブ作成のためのPCRの増幅に用い
るプライマーは、Concanavalin A（ConA）で刺激したヒラメ末梢血白血球のExpression
sequence tags（EST）解析により同定されたヒトIRF－4cD：NAと相同性のあるクローン
（JFConA966F；GenB ank access玉on no． AUO91159）を参考にして設計を行った（Table 1）。
1－1－2．ヒラメ腎臓cDNAの合成
 ヒラメより摘出した腎臓を1mlのRNAiso（TaKaRa， Japan）中でグラスホモジナイザーを
用いて氷中で破砕した。得られた破砕液500μ1をシリンジと21Gの注射針を用いてさら
に破砕した。次いで、500μ1のRNAisoを加えて室温で10分間静置した。静置後、200μ1
のクロロホルムを加えて激しく混合し、室温で2分間静置した。静置後、4℃、15，0001pm、
10分間遠心を行った。遠心後、上層を500pl取り、同量の2一プロパノールを加えて転倒
混和し、室温で10分間静置した。静置後、4℃、15，000rpm、15分で遠心を行った。遠心
後、上清を全て除去し、500μ1のDEPC処理水（Table 4）で作成した75％エタノール
（EtOH）を加えて転倒混和し、4℃、15，000rpm、5分間遠心を行った。遠心後、上清を完全
に除去し、得られたRNAを20μ1のDEPC処理水（Table 4）に溶かした。得られたTotal
RNAは、吸光光度計で濃度を測定した。
 cDNAの合成には2μgのTotal RNAを用いた。2pgのTotal RNAに50nMのオリゴ（dt）
（20mer）および5plの2mM dNTPs（Fermentas， USA）を加え、 DEPC水で12μ1に調整し、
65℃で5分間インキュベートした。インキュベート後に4μ1の5X Buffer（Invitrogen， USA）、
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2plの0．IM DTT（lnvitrogen， USA）、05μ1のM－MLV reverse transcriptase（Invitrogen， USA）、
0．25μ1のRNase Inhibitor（TOYOBO， Japan）および1．25μ1のDEPC水を加え、37℃で50分
間、70℃で15分間インキュベート後、反応産物に80plのmilli－Q水を加えてcD：NAの最
終濃度を100μg／mlに調整した。
1－1－3．PCRによるプローブの増幅
 合成したヒラメ腎臓のcD：NAを鋳型にしてPCRを行った。あらかじめMyCycler
Personal Thermal Cycler（Bio－Rad， USA）を作動させておき、95℃から始動できるようにし
ておいた。反応条件および反応系の組成はTable 2およびTable 3に示した。また増幅さ
れたDNA断片の確認は、0．1μg／mlのエチジウムブロマイド（EtBr）を含む1．0％アガロー
スゲル電気泳動を用いて行った。
1－1－4．アガロースゲルからのDNAの精製
 アガu一スゲルからのDNA断片（プローブ）の精製にはEASY TRAP（TaKaRa， Japan）
を用いた。PCRによって増幅したプローブ全量をEtBr（0．1μg／ml）を含む1％アガロース
ゲルを用いて100Vで20分間電気泳動を行った。その後、 UV照射下にて増幅D：NAを確
認し、目的のDNAバンドを切り出した。切り出したゲルをエッペンドルフチューブに移
し、Nal Solutionをlml加えて、55℃にて10分間のインキュベートを行い、ゲルを溶解さ
せた。キットに添付されていたGlass powderを5μ1加えた後にボルテックスを行い、氷
上で10分間静置した。静置後、12，000rpmで2分間遠心を行った。遠心後、上清を除去
した後、添付のWashing buffer（99％EtOH添加済）を700μ1加えてボルテックスにて再懸
濁を行った。Washing bufferでの洗浄を2回繰り返した後、上清を全て取り除き、滅菌蒸
留水を30μ1加えた。ボルテックスミキサーを用いて再度懸濁し、55℃で10分間インキュ
ベートを行い、12，000rpmでIO分間遠心した。遠心後、マイクロピペットを用いてDNA
を含む水層を回収した。
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1－1－5．放射性同位元素32P標識D：NAプローブの作製
 D：NAプローブの標識にはExo金ee Klenow type random primer D：NA labeling kit ver．2
（TAKARA， Japan）を用いた。微量遠心チューブに6μ1の鋳型DNAとキット添付の
Randbm primerを1μ1加えよく混合した。 DNAを1本鎖に変性させるために95℃で3分
間加熱した後、氷温で急冷した。次いで、1．25μ1の10x buffer、1．25μ1のdNTP mixtUreお
よび0．5μ1のExo一二ee Klenow fragmentを加え混合し、最後に25μ1の放射性同位元素［α一
32P］dCTP（室町化学， Japan）を加え、穏やかに混和した。37℃で15分間インキュベートし
た後、95℃で3分間加熱し、酵素反応停止およびプローブの一本鎖化を行い、忌中で急冷
してR1標識DNAプローブとして用いた。
1－1－6．プラークハイブリダイゼーション法を用いたスクリーニング
 Escherichia coli YIO90株（Clontech Laboratories， USA）をLB培地溶液で、37℃で一晩培
養した。培養液を4，000rpmで5分間遠心し集菌を行った後、培地を取り除き、10mM硫
酸マグネシウム溶液に懸濁した。100μ1の菌液をエッペンドルフチューブに分注し、測定
したライブラリーの力価をもとに約50，000個のファージ（本章1－1－2のヒラメ腎臓cDNA
ライブラリーで作成）を加えた。37℃で15分間感染させた後、7．OmlのNZY top agar
（Table 4）を加え、素早く混ぜてからしB培地に重層し、37℃で8時間培養した。培養後、
平板を2時間4℃においた。平板の大きさよりも少し小さいメンブレンフィルター
（Hybond N＋；Amersham pha㎜acia b1othch， USA）を、プラークが形成された寒天培地の上に
置き、2分間放置した。その後、メンブレンを、ファージを移した面を上にして変性溶液
（DenatUration buffer）（Table 4）を浸した3MM濾紙の上に5分間置いた。メンブレンを取り
上げ、キムタオルの上に置いて余分な水分をのぞいた後、中和溶液（Neutralization buffer）
（Table 4）を浸した3MM濾紙の上に5分間置いた。メンブレンの水分を除き、2x SSC
（Table・4）を浸した3MM濾：紙の上に5分間置いた。その後、メンブレンを取り上げ、キム
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タオルの上で風乾し、80℃で2時間処理し、DNAをメンブレンに共有結合させることに
より固定した。
 メンブレンをハイブリバック（Cosmobio， Japan）に入れ、100mlのハイブリダイゼーシ
ョンバッファー（Table 4）を加え、ハ’イブリオーブン（TAITEC， Japan）中で65℃、30分間
のプレハイブリダイゼーションを行った。32Pで標識したDNAプローブを3μ1加え、65℃
でゆるやかに振盟しながらハイブリダイゼーションを12時間以上行った。
 ハイブリダイゼーション後、メンブレンを2x SSC／0．1％SDS中で5分間、 lx SSC／0．1％
SDS中で5分間および0．1x SSC／0．1％SDS中で5分間を65℃でゆるやかに振塗しながら洗
浄した。洗浄を終えたメンブレンはキムタオルの上に置いて風乾し、次いで、ラップに包
み、カセット（Fuj i film， Japan）にセットし、 IPシート（Rji釦m， Japan）を重ねて一晩感光
させた。感光を終えたIPをカセットから取り出し、 BAS 1000 Bio－image－analyzer（F両i磁m，
Japan）で解析し、陽性シグナルを検出した。得られたシグナルに対応する寒天平板上の
プラークをTop agarの層ごと取り、微量遠心チューブに入れた。このチコ．一ブに500μ1の
SMバッファー（0．1％NaCI，10mM MgSO4，50mM Tris－HCI［pH7．5］，0．01％Gelatine）と
20μ1のクロロホルムを加え、室温で1時間静置し、ファージをバッファー中に溶出さ・せ
た。陽性シグナルの得られたプラークから得たファージを用いて、同様の方法で2次スク
リーニングを行った。2次スクリーニングの結果、得られた陽性シグナルに対応するプラ
ークを1．5mlチューブに回収し、500μ1のSMバッファーと20μ1のクロロホルムを加えて、
室温で1時間静置しファージを溶出させファージ溶液とした。
1－1－7．ft Ziploxファージのプラスミド化および塩基配列決定
 単離したファージ溶液は、塩基配列を決定するためにプラスミド化を行った。5mlの
2x YT液体培地中で37℃、一晩培養したE． coli DHIOB株を1．5mlチューブに移し、
5，000rpmで5分間遠心した後、上清を取り除き、菌を10mMの硫酸マグネシウムに懸濁
した。新たな微量遠心チュ・一一ブに1 OOi．tlの菌液を移し、5－1で得られたファージ溶液を
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10pl加え、37QCで15分間インキュベートし、ファージを感染させた。これを、アンピシ
リン、X－galおよびIPTGを含む2x YT寒天平板に塗抹し、37℃で一晩培養した。培養後、
生えてきた白コロニーを選択した。
1－1－8．組換え体プラスミドDNAの調製
 プラスミドDNAの抽出はアルカリSDS法を用いた。あらかじめ2×YT液体培地にて
振盗培養を行った大腸菌∫MlO9株15mlを微量遠心チューブに移し、6，000rpmで5分間
遠心し集湿した。アスピレーターで培養上清を除去した後、Solution I（50mM GIucose、
25mM Tris HCl［pH8．0］、10mM EDTA［pH 8．O］）を100μ1加え、ボルテックスミキサーを用い
て菌体を懸濁した。次いで、Solution II（2％EDTA、0．4N NaOH）を200μ1加えて、静かに
転倒撹記した後、室温にて10分間静置した。静置後Solution III（3M Potassium acetate、
5M Acetic acid）を150μ1加えて静かに混合した。次いで、12，000rpm、4℃にて5分間の遠
心を行った後、上清を新しい微量遠心チューブに移した。上清に対して等量のフェノー
ル・クロロホルム・イソアミルアルコール（25：24：1）の混合液（PCI）を加え、ボルテック
スミキサーを用いて激しく撹搾した後、12，000rpm、室温で5分間の遠心を行った。その
後、プラスミドDNAを含む上清を新たな微量遠心チューブに移した。上清に99％EtOH：
を900μ1加えて穏やかに混合した後、室温で30分間静置し、12，000rpm、4℃で5分間遠
心した。次いで、アスピレーターを用いて上清を除去し、75％EtOHをlml加えて穏やか
に混合し、再び12，000rpmで5分間遠心を行った。上清をマイクuピペットで完全に除去
した後、50μ1の滅菌蒸留水を加えてプラスミドDNAを溶解させた。 DNAを完全に溶解
させた後、1mglmlのRNase A溶液を2pl加え、37℃で30分反応させ、 RNAの分解を行
った。この溶液に35μ1の20％ポリエチレングリコール（M．W．6，000）を加え、氷上にて
30分間静置した後、12，000rpm、4℃で10分間遠心を行いプラスミドDNAの沈殿を得た。
上清を取り除いた後、沈殿したプラスミドDNAに1m1のあらかじめ氷冷しておいた75％
EtOHを加え、遠心洗浄した。得られたプラスミドDNAを風乾させた後、滅菌蒸留水を
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30μ1加えて溶解させた。
1－1－9．DNAの制限酵素処理
 抽出を行ったプラスミドDNAが目的のものであるかどうか制限酵素処理を行って調べ
た。DNAの切断には、 EcoRI（TOYOBO， Japan）を用いた。精製したプラスミドDNA
（200μg）に、添付されている10×至適緩衝液（H Buffer， TOYOBO， Japan）を1μ1、制限酵素
lUを加えて滅菌蒸留水で総量を10μ1とした後、37℃で4時間反応させた。反応後、
1．0％アガロースゲルで30分間電気泳動を行い、UV照射下で制限酵素切断パターンを確
認した。
1－1－10．DNAシークエンサーによる塩基配列の決定
 DNA塩基配列の決定にはTherrno sequence fluorescent labelled primer cycle sequencing kit
with 7－deaza－dGTP（Amersham Biosciences， USA）を用いてサイクルシークエンス法により
行った。PCRに用いたプライマーおよび条件はTable 1およびTable 3に示した。 PCR一用
微量マイクロチューブ（2001il）に400ngのプラスミドD：NA、蛍光ラベルプライマー（M 13
ForwardあるいはReverse）0．1μ1、蒸留滅菌水を加えて総量を3plとし、それらにA、 C、 G、
Treagentを1μ1ずつ加えた。次いで、 PCR反応を行った。反応後、 Loading dye fiuorescent
samples（Amersham Biosciences， USA）を2μ1加え、よく混合し反応を停止させた。 PCR産物
は遮光して保存した。
 DNAシークエンスゲルの作製するためにLong Ranger（FMC Bio Product， USA）を4．8ml、
10×TBE緩衝液（0．89M Tris、0．89M boricacid、0．02M EDTA）を7．2mlおよびUrea
（BoehringerMannheim， USA）を25．5g混合し、溶解後、蒸留水で総量を60mlとした。次い
で、0．22μmメンブレンフィルターで濾過し、10％Arn甲onium persulphate（Amersham
Biosciences， USA）を400μ1と、N，N，N’一Tetramethyl－ethylenediamine（TEMED， Amersham
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Biosciences， USA）を32μ1加え、泡立てないように三拝した。
 ゲルを流し込む2枚のガラス板を蒸留水および99％EtOHを含ませたキムワイプで丁寧
に磨き、埃を取り除いた。磨いた2枚のガラス板の間にスペーサー（0．25mm）を挟み込み、
付属のレールアッセンブリーでガラス板を固定した。そこにシークエンスゲルを流し込み、
中央部にキャスティングコームを挿入した。1時間常温にて放置し、ゲルの重合反応を行
った。乾燥を防ぐために、滅菌蒸留水を含ませたキムワイプでキャスティングコーム周辺
を覆い、さらに、その上からサランラップをかぶせて3時間放置しゲルを完全に重合させ
た。
 ゲル板のキャスティングコームを抜き、キャスティングコームの挿入してあった周辺に
付着している余分なゲルを蒸留水で洗浄し取り除いた。次にシャークコーム（0．25mm，48
wells）を挿入した。上部タンクおよび下部タンクをゲル版に取り付けたあと、 DNAシーク
エンサー（DNA sequencer 4000， LI－COR， USA）に取り付け、上部タンクおよび下部タンク
にlx TBE bufferを満たした。あらかじめ泳動条件を設定しプレ泳動を30分間行った。次
いで、レーザーの焦点を合わせた後、PCR産物を2．OPt1ずつウェルに注入し、18時間泳動
を行った
 電気泳動の泳動図より塩基配列解析ソフトBase Image IR（LI－COR， USA）を用いて塩基
配列を決定した。得られた塩基配列は遺伝子解析ソフトGENETYX－Windows ver．7．1（ソフ
トウェア開発Japan）を用いて解析を行い、 Blast program（htt：〃“M・w．ncbi．nlm．nih．σov）を
用いて相同性検索を行った。
1－1－ll．サブクローニング
 cDNAの全長塩基配列を決定するために、それぞれの増幅領域がオーバーラップするよ
うに設計したプライマv一一一L（Table l）を用いてサブクローニングを行った。 Table 2および
Table 3で示した条件でPCRを行った。 PCRにより増幅されたDNA断片のクn一ニング
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には、pGEM－T Easy vector systems（Promega， USA）を用いた。アガロースゲルから精製され
たDNA溶液を3．5μ1に、キットに添付されていた2x Ligation bufferを5μ1、 pGEM－T Easy
vectorを0．5pl、 T4 DNA Ligaseを1μ1を加え、ヒ。ペッティングにより混合した。次いで、
4℃で15時間インキュベートした後、5μ1を形質転換用のD：NAとして使用した。
1－1－12．コンピテント細胞の調製
 コンヒ。テント細胞の作製にはE．coli JM I O9株（TaKaRa， Japan）を用いた。一80℃で保存
してあった大腸菌を氷上にて融解させ、ガスバーナV一一一・・で火炎滅菌した白金耳で少量かき取
り、LB寒天培地（Table 4）上に塗り広げた。それを37℃で12時間培養し、増殖したコロ
ニーを得た。コロニーの一つを白金耳を用いて3mlのしB液体培地（Table 4）に植嘉し、
37℃で12時間振盗培養iした。増菌液100plを10mlのしB液体培地に植話し、山畑培養iを
行った。その際、経時的に吸光度を測定し、0．D．がO．6の時点で培養を止め、直ちに微量
遠心チューブに菌液を移し、4℃にて6，000rpmで5分間遠心し歯面を行った。上清はアス
ピレv一一一ターを用いて除去し、微量遠心チューブにあらかじめ走出しておいた100mM
CaC12を1ml加え、懸濁後、氷上にて30分間静乱した。その後、遠心により菌を回収し、
15％のグリセリンを含む100mM CaC12をlml加え、菌を懸濁後、50μ1ずつ微量遠心チュ
ーブに分注し、一80℃にて保存した。
1－M3．熱ショック法およびプラスミド抽出
 本章1－1－12で作製したコンピテント細胞にベクターDNAを1μ1加え、氷上にて30分間
静置した後、42℃で45秒間の熱ストレスを与えた。その後、LB培地（Table 4）を500μ1
加え、37℃で1時間振猛培養を行った。次いで、遠心を行い、培養上清200Flを除いた後、
菌液を懸濁し、形質転換菌選択用の抗生物質（アンピシリン、最終濃度50μg／ml）、20μM
Isopropyl thio一β一D－Galactoside（IPTG）および10μg／mlの5－Bromo－4－Chloro－3－Indolyl一β一D－
Garadtoside（X－gal）を含む2×YT寒天平板（Table 4）に塗抹した。次いで、37。Cで12－16
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時間培養し、形成されたコロニーから形質転換株のコロニーのみを選択した。プラスミド
抽出には、本章の1－1－8に従って行った。
1－1－14。痂3’1∫oo解析
 遺伝子の構造解析を行うために得られた塩基配列を用いてIn 5／1∫oo解析を行った。演繹
アミノ酸配列を決定するために、GEN BTYX－Windows ver．7．1（ソフトウェア開発， Japan）を
用いて、cDNA配列をアミノ酸に変換後、ホモログと相同性のあるフレームを選択した。
 得られたヒラメIRF－4のアミノ酸配列およびその他の生物種のホモログ（Table 5）のア
ミノ酸同一率の比較には、MatGatプmグラム153）をデフォルト設定で使用した。機能的
なドメインは、CLUSTAL X 1．81を用いてアライメント後に、既知のドメインと比較して
決定した。既知のIRFファミリメンバー（Table 5）との関係を調べるため、 MEGA4154）を使
用し、近隣結合法を用いて1000回のブートストラップ検定で分子系統解析を行った。
1－2．遺伝子発現解析
1－2－1．ヒラメの組織のサンプリング
 湿重量約1kgのヒラメより脳（Brain）、眼（Eye）、鰐（Gill）、頭腎（Head kidney）、心臓
（Heart）、腸（lntestine）、肝臓（Liver）、筋肉（Muscle）、卵巣（Ovary）、表皮（Skin）、脾臓
（Spleen）、胃（Stomach）、および後腎（Trunk kidney）を摘出した。
1－2－2．採血および末梢血白血球の分離
 末梢血白血球（Peripheral blood Ieukocytes；PBLs）の分離はパーコール比重不連続勾配遠
心法を用いた。ヒラメの尾柄部より末梢血を採取し、終濃度100U／mlに調製したヘパリ
ン溶液を加えてよく混合した。採取した血液は50ml容量の遠心チューブ（Corning， USA）
に移し、血液の三倍量のRPM 1640培地（Nipro， Japan）を加えて穏やかに混合した。次い
で、90％Percoll TM（Amersham phamiacia biotech， USA）にPB Sを加え、パーコール溶液
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を15ml容量の遠心チューブ（Corning， USA）に3mlずつ分注し、比重1．072のパーコール
溶液を調整した。希釈した血液を3mlずつそれぞれのパーコール溶液の上に重ねた。血
液を重層にした遠心チューブを400xg、20℃で20分間遠心した後、パーコール溶液と血
液の境界面を壊さないように白血球分画層をピペッターで回収した。採取した白血球分画
液を別のチューブに集め、等量のPBSを加えて静かに撹搾した。白血球を含むPBSを、
3mlずつパーコール溶液の上に重層して同様の行程を繰り返した。白血球分画層を15ml
チューブに回収した後、PBSに懸濁した。
1－2－3．LPsおよびPoly I：cによる末梢血白血球の刺激
 分離した末梢血白血球を3区画に分け、それぞれ05mg／mlになるようにLPSあるいは
50μg／mlになるようにpoly I：Cを加えた。コントロールとして50μl PBSを用いた。6ウェ
ルプレートに2mlずつ分注し、それぞれ1、3、および6時間後に細胞を回収し、400gで
10分間遠心した。遠心後、上清を取り除いた。
1－2－4．Edwasiella tarda用いた感染実験
 供試魚には平均湿重量6．1gのヒラメを用いた。実験環箋は、40しの海水を23℃、比重
1．023および外掛けフィルターで管理し、一週間予備飼育を行った。感染方法は浸漬法を
用いた。LD50が2x 107 c．f．u／mlのE． tarda（Stock 54株）を2x 106c．fu／mlになるように10L、
23℃および比重1．023に調整した海水に加え、エアレーションを施しつつ10分間ヒラメ
を浸漬した。浸漬後、上記環境下で海水を管理し、1、3および6日目に、それぞれ3論
ずつ腎臓をサンプリングした。RT－PCRには、3匹のcDNAをプールしたものを使用した。
1－2－5．Viral hemorrhagic septicemia virus（VHSV）を用いた感染実験
供試魚には平均湿重量7gのヒラメを用いた。実験環境は、40しの海水を15℃、比重
1．023および紫外線殺菌灯およびオーバーフローシステムで管理し、一週間予備飼育を行
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つた。感染方法は腹腔内注射で行った。感染区のヒラメに2x 103TCID50のVHSVを接種し、
コントロール区のヒラメには等量のPBSを接種した。接種後、上記環壌下で海水を管理
し、1、3および7日目に、それぞれ無作為に3匹ずつサンプリングを行い、サンプリン
グしたヒラメより腎臓を摘出した。RT－PCRには、3匹のcD：NAをプールしたものを使用
した。
1－2－3．Total・RNAの抽出およびcD：NA合成
 ヒラメより分離破砕しておいた13組織、末梢血白血球、LpsあるいはPoly I：cで刺
激した末梢血白血球、E． tardaに感染させたヒラメ腎臓およびVHSVに感染させたヒラメ
腎臓を本章1－1－2に従ってTotal RNAの抽出およびcDNA合成を行った。
1－2－4． RT－PCR
 遺伝子発現の検出にはRT－PCRを用いた。遺伝子発現のポジティブコントロールとし
てβ一actlnを用いた。さらに、 LPSあるいはPoly I：Cで刺激した末梢血白血球、 E． tarda一に
感染させたヒラメ腎臓およびVHSVに感染させたヒラメ腎臓は、 LPSあるいは細菌感染
のポジティブコントロールとしてIL－1βおよびPoly I：cあるいはウイルス感染のポジティ
ブコントロ・・一・ルとしてMx proteinを用いた。 PCRに用いたプライマーはTable l、 PCRの
条件はTable 2および3に示した。 PCR増幅産物はEtBrを含む1．0％アガロースゲル電気
泳動を行い確認した。
第二節 ヒラメIRF－10遺伝子の構造解析および発現解析
2－1．遺伝子構造解析（cDNAスクリーニング）
 ヒラメIR．F－10 cDNAのスクリーニングは、本章1－1－1～1－1－14の方法に従って行った。
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なお、cDNAクu一ンのスクリーニングに用いるDNAフ．ローブ作成のために用いるプラ
イマーは、ヒラメ脾臓のExpression sequence tags（EST）解析により同定されたニワトリ
IRF－10cDNAと相同性のあるクローン（JFS3－275；GenBank accession no． CX725750）を参考
にして設計を行った（Table I）。
2－2．遺伝子の構造解析（Exon／1ntron構造）
2－2－1．ヒラメIRF－10の転写開始点の決定
 転写開始点の決定には、5’Rapid amplification of cDNA ends（5’RACE）法を用いた。
5’RACE法に用いるcDNAの合成にはヒラメ脾臓を用いてSMART RACE cDNA
Amplification kit（Clontech Laboratories， USA）を使用した。精製したヒラメ脾臓の1μgの
Total RNAに、キット添付の5’一CDS primerを1μ1、 SMART II oligoを1μ1加え、総量を
5μ1とした。70℃でインキュベートした後、氷上にて静置し、混合溶液2plの5x First－
strand buffer、1μ1の20mM DTT、1μ1の10mM dNTP Mix、1μ1の200U／ml M－MLV reverse
transcriptaseを加えた。次いで、ピペッティングにてよく混合し、42℃で90分間インキュ
ベートを行った。その後、Tricine－EDTA bVffer（10mM Tricine－KOH［pH 8．0］、1mM EDTA）
を100pl加えて72℃にて7分間加熱した後、 PCR反応の鋳型として用いた。
 PCRプライマーはキットに添付されていたUniversal nested primer（Clontech Laboratories，
USA）および遺伝子特異的なプライマーを用いた（Table 1）。 PCRの条件はTable 2および3
に記載した。PCR増幅断片はアガロースゲル電気泳動を行い検出した。さらに、 Nested
PCR（Table 1－3）を行い遺伝子特異的配列のみを増幅した。
2－2－2．プローブの作製
 ヒラメIRF－10 bacterial artificial chromosome（BAC）クローンのスクリーニングに用いる
DNAプロs一一一一ブ作成のためのプライマ」一一一は、ヒラメIRF－10cl）NAの塩基配列を参考にして
設計を行った（Table l）。プローブの増幅、精製およびRI標識は本章1－1－3～1－1－5に従っ
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て行った。
2－2－3．BAC一次スクリーニング
 Katagiriら155）によって作成されたヒラメホモクローン精巣ゲノムBACクローンをプロ
ットしたメンブレンを使用した。
 メンブレンを95℃の0．1％SDS溶液中で10分以上煮沸してリプローブ処理を行った後
に、60℃に保温した200mlのハイブリダイゼーションバッファー（Table 4）中で2時間プ
レハイブリダイゼーションを行った。
 RI標識したDNAプローブを5μ1を加え、60℃で15時間以上ハイブリダイゼーション
を行った。
ハイブリダイゼーション後は、メンブレンを2x SSC／0．1％SDS中で5分間、1x SSC／0．1％
SDS中で5分間および0．lx SSC／0．1％SDS中で1分間を60℃でゆるやかに振塗しながら洗
浄した。洗浄を終えたメンブレンはキムタオルの上に置いて風乾し、次いで、ラップに包
み、カセット（F帰心m，Japan）にセットし、 IPシート（F噸創m， Japan）を重ねて一晩感光
させた。感光を終えたIPをカセットから取り出し、 BAS 1000 Bio－image－analyzer（Fuji film，
Japan）で解析し、陽性シグナルを検出した。
2－2－4．BAC二次スクリーニング
 検出された陽性シグナルに適合するヒラメBACクローンをヒラメBACライブラリー
より4pl回収し、 CP培地（38μg／ml Chloramphenicol含有LB培地）上に接種し、37℃で一
晩インキュベートした。インキュベート後、コロニーをCP培地および培地上のメンブレ
ンに接種し、37℃で一晩インキュベートした。
 インキュベート後、メンブレンをDenaturation Buffer（Table 4）中で5分間を一回、
Neutralization Buffer（Table 4）中で5分間を二回処理し、2x SSC（Table 4）中でメンブレン上
に残った菌体を全て取り除き、キムタオル上で風乾させた後に80℃で2時間べ一キング
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を行った。
 作成したメンブレンは60℃に保温した20mlのPerfectHyb⑧Hybridization Solution
（TOYOBO， Japan）で30分間、17rpm／minの条件でプレハイブリダイゼーションを行った。
プレハイブリダイゼーション後、前述で作成したRI標識D：NAプu一ブを3μ1加えて、
60℃、3時間および17rpm／min．の条件でハイブリダイゼーションを行った。
 ハイブリダイゼーション後、メンブレンを2x SSC／0．1％SDS中で5分間、 lx SSC／0．1％
SDS中で5分間および0．lx SSC／0，1％SDS中で5分間を60℃でゆるやかに高点しながら洗
浄した。洗浄を終えたメンブレンはキムタオルの上に置いて風乾し、次いで、ラップに包
み、カセット（F噸釦m，Japan）にセットし、 IPシート（F噸釦m， Japan）を重ねて24時間感
光させた。感光を終えたIPをカセットから取り出し、 BAS 1000 Bio－image－analyzer（Fuji
film， Japan）で解析し、陽性シグナルを検出した。
2－2－5．大量BACプラスミド抽出
 ヒラメIRF－10ポジティブのBACクローンより、単コロニーを2mlのCP液体培地（CP
培地の寒天を除いた培地）に殖菌し、37℃で振倒培養を一晩行った。さらに、培養液を
800mlのCP液体培地に二二し、37℃で振倒培養を一晩行った。
 培養後、培養液を400mlずつ分注し、4℃、5，000rpmおよび10分間の条件で遠心し、
上清を除去した。それぞれに10mlのSolution Iを加え、ボルテックスを行い、菌体を完
全に溶解させた。次いで、それぞれに20mlのSolution IIを加え、軽く転倒混和した。混
和後、それぞれに15mlのSolution IIIを加えて転倒混和の後に氷上で10分間冷却した。
冷却後、4℃、5，500叩mおよび15分間の条件で遠心した。遠心後、上清を新しいプラス
チックチューブに移した。そして、0．6倍量の2－propanolを加え一20℃で30分間冷却し、
4℃、5，5001pmおよび15分間の条件で遠心した。遠心後、上清を除去し、40mlの冷却し
た75％EtOH：を加えてボルテックスを用いて混合し、4℃、5，500rpmおよび15分間の条件
で遠心した。遠心後、上清を除去し、それぞれに6mlの1x TE bufferを加えてペレットを
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溶解させ、二本を一本にまとめ、120μ1のRNaseを加えて37℃で1時間インキュベートし
た。次いで、15．52gの塩化セシウムを加え、600plのEtBrを加えて混合し、超遠心用チュ
ーブにサンプルを全量を均等に分注し、不足分は1x・TE・buffer：CsCI＝1：1に調整した溶液
で補充し、25℃、65，000rpmおよび20時間の条件で超遠心を行った。超遠心後、上から
二番目にあるバンドをシリンジを用いて回収し、飽和2－propanolを加え、混和後にスピン
ダウンを行い、DNAを含んだ水層を回収し、 EtBrが除去できるまでこの操作を繰り返し
た。EtBr除去後、3倍量のlx TE bufferを加えて、0．6倍量の2－propanolを加え、氷上で
10分間冷却し、4℃、13，500rpmおよび10分間の条件で遠心し、上清を除去した。 lmlの
冷却75％EtOHを加え、転倒混和し、4℃、13，5001pmおよび10分間の条件で遠心し、上
清を完全に除去し、それぞれに20plの1x TE bufferに溶解させた。
2－2－6．ヒラメIRI？一10BACクローンの塩基配列解析
 ヒラメIRI？一10 cDNAの転写開始点およびIRF－10BACクローンの塩基配列解析は、
3130x1ジェネティックアナライザー（Applied Bioosystems， USA）、 BigDye⑧Te㎜inator
v3．1 Cycle Sequencing Kit（Applied Bioosystems， USA）および特異的プライマーを使用したプ
ライマーウォーキングを用いたサイクルシークエンス法で行った。
 本章2－2－5で抽出したBACプラスミドを05－1．Oμgに調整し、1μ1のBigDye⑪
Terminator Ready Reaction Mix（Applied Bioosystems， USA）、3．5μ1の5x Bigl）ye⑪ Sequencing
Buffer（Applied Bioosysterns， USA）および1両の3．2pmol／μlno
特異的プライマー（Table 1）を加え、滅菌蒸留水で総量20μ1に調整した。次いで、
MyCycler Personal Thermal Cycler（Bio－Rad）を用いてTable 3に記したコンディションで
PCR反応を行った。 PCR反応後、5μ1の125mM EDTAおよび60plの99％EtOHを加え室
温にて15分間静置した。15分後、4℃、15，000rpmで20分間遠心を行った。遠心後、上
清を取り除き、60μ1の75％EtOHを加えて4℃、15，000rPmでIO二間遠心を行った。遠心
後、上清を完全に取り除いて風乾させた。風乾後、20μ1のHi－Di Formamide（ApPlied
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Bioosystems， USA）を加えてタッピングおよびスピンダウンし、 MicroAmp Optical 96 well
Reaction Plate（Applied Bioosystems， USA）に全量を移した。そして、95℃で2分間インキュ
ベートし、5分間氷冷した。氷冷後、96wellプレートをプレートベースとプレートリテー
ナーに取り付けシークエンサーにセットした。
 3130xlジェネティックアナライザー（Applied Bioosystems， USA）のメインスイッチを入
れ、3130POP－7（Applied Bioosystems， USA）、 Genetic Analyzer Buffer with EDTA（Applied
Bioosystems， USA）および蒸留水が十分量あることを確認した。コンピューター（Windows
XP Professional SP2， Microsoft， USA）より3130／3130xl Data Collectionを起動し、ブラウザが
起動させた。まずGA ihstruments／ga 3 1 30xl／Plate Managerより：Newボタンをクリックし
New Plate Dialogを立ち上げ、各Nameを入力し、 ApplicationをSequencing Analysisに設
定した。Sequencing Analysis Plate Editorが表示された後に、 Results Group 1をデータの保
存先に設定した。Instrument Protocol lをPOP7用に作成したRapidseq36＿POP7＿v3に、
Analysis Protocol 1をKB 3130 POP7 BDTv3に設定した。次いで、3130xMun Scheduler
より作成したプレートレコードを呼び出して、オートサンプラー上のプレートとリンクさ
せ、スタートボタンを押してシークエンスを開始した。
2－2－7．ExorゾIntron構造の決定
 シ・・一一クエンス後に得られた塩基配列は、NCBIの核酸塩基配列解析ツールで公開されて
いるExonπntronアライメントソフトのSpideyを用いてヒラメIRF－10 cDNA塩基配列と比
較し、ExonおよびIntronを決定した。同様の方法を用いて、ニワトリIRF－10 cDNA
（AF380350）およびニワトリIRF－10を含むゲノムD：NA塩基配列（NWOO1471567）をSpidey
でExonπntron構造を決定し、ヒラメIRF－10 Exon／lntron eS造と比較した。
2－3．サザンハイブリダイゼーション法による遺伝子の構造解析
2－3－1．染色体DNAの抽出
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 染色体DNAの抽出にはホモクローンのヒラメの末梢血を用いた。約5mlのTENES－
Urea緩衝液（10mM Tris－H：Cl［pH75］、125mM NaCl、10mM EDTA、0．5％SDS、5M Urea）
にて保存されたIOmlの血液に、終濃度が50μg／mlとなるようにプロテアーゼKを加え、
37℃で12時間のインキュベーションを行い、タンパク質の分解を行った。その後、等量
のPCIを加えて静かに撹搾を数時間行った。次いで、12，000rpmで10分間遠心し、上清
を新たな微量遠心チューブに移した。このPCIによる行程を上清が透明になるまで繰り
返した。次いで、12，000rpmで10分間遠心した。遠心後、上清を新たな微量遠心チュー
ブに移し、あらかじめ氷冷しておいた95％EtOHをlrnl加え、静かに擁搾しDNAを析出
させた。析出したDNAはガラス棒にて絡めとり、75％EtOHでの洗浄後、2mlの滅菌蒸
留水に溶解させた。
2－3－2：染色体DNAの制限酵素処理および電気泳動
 ヒラメゲノムDNAを20μg、10x制限酵素緩衝：液を20μ1、制限酵素BamHI、 EcoRI、
HindlllおよびPstl（TOYOBO， Japan）をそれぞれ5μ1加え、滅菌蒸留水を用いて総量を
200μ1とし、37℃で一晩反応させた。
 制限酵素処理を行った染色体DNAを、0．7％アガロースゲルを用いて電気泳動を行った。
泳動を行ったアガu一スゲルを、0．1ng／mlのエチジウムブロマイド溶液で30分間染色を
行った後、UV照射下にてDNAの泳動パターンを観察した。
2－3－3．メンブレンの作製
 電気泳動を行ったアガロースゲルを、0．25M塩：酸溶液に5分間室温にて浸漬した。蒸留
水でゲルを洗浄した後、アルカリ変性溶液（0．5M NaCI、1。5M NaOH）に30分間室温にて
浸漬した。変性溶液を除き、残った水分をティッシュペーパーで出来る限り取り除いた。
 次いで、DNAをHybond N＋ナイロンメンブレンにプロッティングを行った。まず、プ
ラスチック溶液を用意し、それに十分量の0．4M NaOH溶液を満たした。フ。ラスチック容
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器に、ゲルを乗せる台としてガラス板を用意した。そのガラス板上に0．4M NaOH溶液に
浸る長さの3MM濾紙を乗せた。3MM濾：紙上に泳動したゲル、ゲルの大きさに切り取っ
たHybond：N＋ナイロンメンブレンおよび3MM濾紙10枚を空気が入らないように重ね、
その上にキムタオル10枚を置いた。さらに、その上からガラス板と1cm2あたり5gの負
荷となるように重しを置いた。そして、一晩放置し、DNAのメンブレンへのプロッティ
ングを行った。プロッティングは2x SSC中で1分間洗浄を行い、キムタオル上で風乾さ
せた後に80℃で2時間ベーキングを行い、DNAをメンブレンに固定した。
2－3－4．プローブの作製、ハイブリダイゼーションおよびDNAバンドの検出
 DNAプローブの作製は、本章2－2－2に従って行った。ハイブリダイゼーションおよび
DNAバンドの検出は、本章の1－1－6のハイブリダイゼーションの方法に従って行った。
2－4．遺伝子発現解析
2－4－1． RT－PCR
 本章1－2－3で作製したヒラメ組織および末梢血白血球を用いてヒラメIRF－10の遺伝子
発現を1－2－4に従ってRT－PCR法を用いて解析した。
2－4－2． Real－time RT－PCR
 LPsあるいはPoly 1：cで刺激した末梢血白血球およびE． tardaあるいはvHsvに感染さ
せたヒラメの腎臓におけるヒラメIRF－10 mRNAのコピー数をReal－time RT－PCR法によっ
て定量的に測定した。内在性コントロールとして、末梢血白血球では、Elongation factor
Iα（AUO90803）を、腎臓にはRibosomal protein L 10（AUO50650）を使用した。検量線には、
Real－time RT－PCRで増幅する領域を含む約250bpの領域に設計したTable lのプライマー
を使用した。テンプレートとしてヒラメ腎臓cDNAを使用し、 PCR条件はTable 3に示し
た。PCR産物の精製は、 Montage⑧ PCR CentrifUgical Filter Devices（Millipore， USA）を用い
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てPCR産物全量をカラムに加え、1，0009、15分間遠心した。遠心後、20μ1のTE
Buffer［pH 72］を加え、カラムを逆にし、新しい遠心微量チューブに付けた後に再び1，0009、
2分間遠心した。得られた精製物は、TE Buffer［pH7．2］を用いて、1 O’3－10－6の濃度の希釈段
階を作成した。
 Real－time RT－PCRを行うために、96－well plate（Applied Biosystems， USA）に10μ1の2x
Power SYBR⑭ Green PCR Master Mix（Applied Biosystems， USA）、1μ1の10μMに調整したF
およびRのプライマーおよび5plの10似g／mlに調整したテンプレートを各ウェルに加え
た。PCRの条件はTable 2および3に示した。得られたCt値は、検量線の傾きを乗じた
後に全て1／Ct2に変換し、内在性コントロールの値で標準化を行った。統計的な差異の検
定にはT検定を用いた。
第三節 ヒラメIL－10遺伝子の構造解析および発現解析
3－1．遺伝子構造解析（cDNAスクリーニング）
 ヒラメIL－10 cDNAのスクリーニングは、本章1－1－1～1－1－9の方法に従って行った。な
お、cDNAクローンのスクリーニングに用いるDNAプn一ブ作成のために用いるプライ
マーは、コイおよびトラフグIL－10 cDNA塩基配列の一致した配列を使用し、異なる塩基
配列部分はトラフグを優先して設計した。また、塩基配列の決定には本章2－2－6に従って
行い、シークエンスに用いたプライマーはTable 1のM13を使用した。
 In silieo解析は、本章1－1－14に従い、アミノ酸同一率および分子系統解析には既知の
IL－10ホモuグのアミノ酸配列（Table 5）を使用した。また、シグナルペプチドの同定には
SignalP （http：／fwww．cbs．dtu．dk／services／SignalPbi56）
3－2．遺伝子発現解析
 組織、末梢血白血球、LpsあるいはPoly I：Cで刺激した末梢血白血球およびE． tardaあ
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るいはVHSVに感染させたヒラメの腎臓における発現解析は、本章1－2－1～1－2－4に従っ
て行った。
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Table 1． Primer list
Primer name Sequence（5冒一→3冒）
Universal sequence （for all cDNA）
   M13－F
   M13－R
CACGACGTTGTAAAACGAC
GGATAACAATTTCACACAGG
IRF4 sequence allalysis
Subcloning
   IRF4－CF
   IRF4－CR
   IRF4－IF
   IRF4－2F
   IRF4一一3F
   IRF4－1R
  工R：F4－2R
   IR［F4－3R
CCACTACTACCGCAGCTACG
AATGACAGCTCAGGTGATTG
GA’1’rTCTGAAGTrl’IFCTCGGG
GCGCTGT丁TAAGGGCAAGTT
AGCTGGAGAGATTTCTGTCC
AAGTCGTTGCTCTTGTTGAG
GGACAGAAATCTCTCCAGCT
CAATCACCTGAGCTGTCArr
IRFIO sequence analysis
eDNA （subcloning） and BAC （primer walking）
   IRF I O－CF TATCGCATCCAGCAGGACAG
   IRF I O一・CR CTGGATACTCTTCTCCAAAG
   IIRF I O－FF CGCTCTCATCATCAGGCTGC
   IRF IO－FR CATCAGATCCACATGCCACG
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   IRFIO－RF
   IRFlO－RR
   IRFlO－PlR
   IRF 10－P2F
   IRFIO－P2R
   IRFIO－P3F
   IRFlO－P3R
5，一RACE
   IRF工0－TISl
   IRFIO－TIS2 （nested）
BAC （primer walking）
   IIRF lO－BAC l
   IRF IO－BAC2
   1RFIO・一BAC3
   1RFIO－BAC4
   1RFIO－BACs
   JRFIO－BAC6
   1RFIO－BAC7
   1RFlO－BAC8
   1RFIO－BACg
   IRFlO－BAClO
   IRFlO－BAC11
GATTTGTCAGCGAGCTGCAG
TCTCTGGGTGCGTTGTGAGG
CAACAAGGTCACCTGCATAC
ATGTCGGAGCACATGTACTG
GCGATTCATTGCTTCGGCCA
CAACACACCGACGCACCCAA
CAGCTTCTCTCCCACTGAGT
GGCTGCGTGT丁TCCACGGGATCCTGAAC
GAGGCGAGTCTTCCACATGGTCGGGTCA
GACGGAGACATGTCCAAAGA
CCCTCTCAACATTTAGCAGC
CTCTGATATCTATGGGCAGG
GGCAGAAACGCTTGATGAAC
TGAGATCGAGCTCTGCTTTG
GCAGCTACTCTACCAGGATT
GCACTAACAGTCCCAGTAGA
CAGTTTCCTGTATTCCTTGC
GGGTCCAGTTATGGACACAT
CTGGTGCCACATCTGCAATT
GTGGAAGCTCTTAGGAGATC
1レ10cDNA clo皿ing
  IiLlO－F TTCGTGGAGGGCTT
一39一
皿．10－R AGCTCCCCCATGGCTrrA
RT－PCR
   B－actin－F
   6・一actin－R
   ILIP－F
   ILIB－R
   ILIO－F
   ILlO－R
   IRF4－F
   IIRF4－R
   Mx protein－F
   Mx protein－R
ACTACCTCATGAAGATCCTG
TTGCTGATCCACATCTGCTG
GCAACCGCAAAGTTCIIrTCTC
AAGATGCTGATCCACGTTCC
CATCCTGGACTTCTACCTGA
GTTCAGCAGAATCACAGAGG
ACGGAGACAAGCTCAACAAG
AAGTCCTCCGAGGCGTTGAA
AACAGCCAAGGCAAAGATTG
AATGTCCAGCTCCTCCTTCA
Real－time PCR
   IRF I O－longF
   IRFIO－longR
   IRF I O－shortF
   IRF 1 O－shortR
   EF 1α一longF
   EF 1 ct－longR
   EF 1 ct－shortF
   EF 1 a－shortR
   RPL I O－longF
   RPLIO－longR
GGGTGTTCATCAAGCGTTTC
GCAGAGCTCGATCTCATAAG
CCCAACAAACTTGAGCGAGAAA
CCTCTGCAGCTCGCTGACA
ACGTTCTTGATGTTGAAGCCGA
CCCTGCAGGACGTCTACAAA
CTCGGGCATAGACTCGTGGT
CATGGTCGTGACCTTCGCTC
GGAATTCAACCCAACTTTCTGACGT
TGGTGCGATCAGGTAGCTAC
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RPL I O－shortF
RPL 10－shortR
GCTCCTCTGGTGCAGTTTGTGA
TGGTG’II”1”1’GCTGGCGTCACTCT
略称
EF ＝＝ Elongation factor
IL＝lnterluekin
IRF ＝＝ lnterferon reguratory factor
RP＝ Ribosomal protein
TNF＝Tumor necrosis factor
long； for standard carve
short； for detection
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Table 2． Reagent for PCR
Amplification of DNA probe and template for standard curve in Real－time
PCR
10X PCR buffer
2mM dNTP mixture
lOmM primer F
1 OmM primer R
rTaq DNA polymerase
cDNA Template
Distilled water
Volume （pl）
       5
       5
       2
       2
      0．5
       2
   Up to 50
RT－PCR
10X PCR buffer
2mM dNTP mixture
lOmM primer F
lOmM primer R
rTaq DNA polymerase
cDNA Template
Distilled water
Volume （pl）
       2
       2
       1
       1
      0．1
       1
   Uめt・20
Amplification of capilary sequence template
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1 OX PCR buffer
2m［Dvf dNTP mixture
lOmM primer F
1 emM primer R
rTaq DNA polymerase
cDNA Template
Distilled water
Volume （pl）
        5
        5
       2
       2
       0．5
        2
   Up to 50
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Table 3． PCR cycle condition
DNA probe and Template for standard curve in Real－time RT－PCR
Denaturation step950C 5min．
Denaturation step
Anealing step
Extension step
950c
550C
720c
igl：［1 ］ 3ecycies
90sec．
Extension step 720c 5min．
5’RACE （and Nested PCR）
Denaturation step950c 5min．
Denaturation step
Anealing step
Extension step
950c
680C
720C
ig：g［’． ］ ，，，，，，，，
90sec．
Extension step 720C 5min．
RT－PCR
Denaturation step950c 5min．
Denaturation step
Anealing step
Extension step
950c
550c
720C
igl：gl］，
30sec．
Extension step 720C 5min．
一44一
Real time RT－PCR
Anealing step
Denqturation step
50℃
950c
2min．
10min．
Denaturation step
Anealing ＆ Extension step
950c
600C
15SeC・ ｝ 40cvcles
1min．
Denaturation step
Anealing step
Denaturation step
950c
60℃
950c
15sec．
30sec．
15sec．
＊：組織では30cycles、その他は25cycles
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Table 4． Medium and Buffer．
LB medium
Tripton pepton
Yeast extract
NaCl
Distilled water
 1．Og
 O．5g
 O．59
100ml
Sterile by autoclave
SOC medium
Tripton pepton
Yeast extract
NaC1
250mM KCI
Distilled water
Filtered 1 M MgC12
Filtered I M MgSO4
 2．Og
 1．Og
 O．59
1．Om1
100m1
1．Om1
1．Oml
Sterile by autoclave．
一46一
LB agar plate
Tripton pepton
Yeast extract
NaCl
Agar
Distilled water
 1．Og
 O．5g
 O．59
 1．59
100ml
Sterile by autoclave．
YT agar plate
Tripton pepton
Yeast extract
NaCl
Agar
Ditstilled water
 1．69
 1．Og
 O．59
 1．59
100ml
Sterile by autoclave．
NYZ top agar
NZ Amin
Yeast extract
NaCl
Agar
MgSO4・7H20
Ditstilled water
 1．Og
 O．5g
 O．5g
 O．7g
 O．29
100ml
Sterile by autoclave．
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Denaturation buffer
1．5M NaCl
O．5M NaOH
Neutralization buffer
1 ．5M NaCl
O．5M Tris－Hcl ［pH 7．5］
lmM EDTA
Wash buffer
20X S SC （O．6M NaCl， O．06M Sodium citrate）
Distilled water
10m1
90ml
Hybridization buffer
20X SSC （O．6M NaCl， O．06M Sodium citrate）
100X Denhart’s solution
200／．SDS
Distilled water
 25ml
 sm1
2．5m1
67．5ml
DEPC （Diethylpyrocarbonate） treated water．
O．10／o DEPC in distilled water
Incubate for 2 hours at 370C and sterile by autoclave．
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Table 5． Reference of amino acid sequences
’Gene Species GeneBank accession number or Ensemble number
正Nγ
1レ10
Human
Mouse
Zebrafish
Torafugu
Common carp
Silver carp
Rainbow trout
Zebrafish
Sea bass
Torafugu
Spotted green puffer［fish
Koi herpesvirus
Human
Mouse
Chicken
Epstein－Barr virus
Human cytomegalovirus
NP’@OOO610
NP 032363
NP 998029
CAE82301
BAC76885
AAY99197
BAD20648
AAW78362
CAK29522
CAD62446
CAD67786
ABG42961
AAA8e104
AAA39275
CAF21727
PO3180
P17150
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IL－19 Human QgUHDO
IL－20 Human
Torafugut
Spotted green pufferfish
NP 061194
CAE50924
AAP57416
IL－22 Human
Zebrafish
NP 065386
NP OOIO18628
IL－24 Human NP 006841
IIL－26 Human
Zebra丘sh
NP 060872
NP OOIO18635
IRF－1 Human
Mouse
Chicken
Torafugu
Flounder
PIO914
P15314
Q90876
AAK28340
BAA83468
1111？一2 Human
Mouse
Chicken
Torafugu
P14316
P23906
Q98925
SINFRUPOOOOO182447
一50一
IRF－3
］RF－4
1RF－5
1RF－6
1RF－7
1］klF－8
Human
Mouse
Chicken
Torafnhu
Human
Mouse
Chicken
Torafugu
Human
Mouse
Torafugu
Human
Mouse
Chicken
Torafugu
Human
Mouse
Torafugu
Human
M6use
Q14653
P70671
AAK58583
SINFRUPOOOOO137423
’Q15306
Q64287
AAKO8198
SINFRUPOOOOO131372
Q13568
P56477
SINFRUPOOOOO 1 5 1 792
014896
AAB36714
ABB77237
SINFRUPOOOOO181005
Q92985
P70434
SINFRUPOOOOO181505
QO2556
P23611
－51一
IRF－9
1RF－10
Chicken
Torafugu
Flounder
Human
Mouse
Torafugu
Chicken
Torafugu
Q90871
SINFRUPOOOOO134205
Unpublished data
QOO978
Q61179
SINFRUPOOOOO128349
AAK55444
SINFRUPOOOOO135022
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第三章結果
第一回忌ヒラメIRF－4遺伝子の構造および発現
1－1－1．ヒラメIRF－4 cDNA構造
 cDNAライブラリーからのスクリーニングおよびシークエンシングによって得られたヒ
ラメrRF－4 cD：NAの全長は1，793bpだった。タンパク質をコードするオープンリーディン
グフレーム（ORF）は、1，371bpで457アミノ酸残基をコードしていた。ヒラメIRF－4
cDNAの3’非翻訳領域には、一過性発現するサイトカインに多く見られるAT－rich motif
（ATTTA）が一つ存在していた。また、ポリAの18塩：基上流にポリアデニレーションシグ
ナル（AATAAA）が存在していた（Fig．2）。
1－1－2．ヒラメIRF－4演繹アミノ酸配列構造
 ヒラメIRF－4の演繹アミノ酸配列は、 Blastによる相同性検索の結果、ニワトリIRF－4
（NP＿989630）と相同性を示した。ヒラメIRF－4は、ヒトIRF－4と54％、マウスIRF－4と
56％およびニワトリIRF－4と58％のアミノ酸同一率を示した。ヒラメIRF－4の14番目か
ら124番目のアミノ酸領域には、標的遺伝子のプロモーター領域に結合するためのDNA
binding domain（DBD）が保存されており、ヒトIRF－4のDBDと93％、マウスと92％およ
びニワトリと94％のアミノ酸同一率を示した。また、IRFに特徴：的な5つのトリプトファ
ン残基は全て保存されていた。68番目から97番目のアミノ酸領域には、DBD上に存在
するNuclear localization signalのアミノ酸構造が完全に保存されていた。403番目から434
番目のアミノ酸領域にはAuto inhibitory domain（AID）が存在しているが、いくつかのアミ
ノ酸が異なっていることとギャップが存在していることから、ヒラメIRF－4のAIDのア
ミノ酸構造は哺乳類のAIDと異なっていた。そして、231番目から406番目のアミノ酸
領域には、C末端に保存されている共役分子と会合するためのIRF association domain
（IAD）が存在しており、ヒトと54％、マウスと54％およびニワトリと56％のアミノ酸同一
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率を示し、DBDに比べ保存性が低いことが明らかとなった（Fig．2－4）。
 分子系統解析の結果、ヒラメIRF－4はIRF－4のクラスターに分類された（Fig．5）。
1－2－1．各組織および末梢血白血球における発現
 総、心臓、頭腎、腸、卵巣、末梢血白血球、脾臓および体腎においてヒラメIRF－4遺伝
子の発現が検出された。特に、鯉、頭腎、腸、末梢血白血球、脾臓および体腎で強く検出
された。他の組織（脳、眼、肝臓、筋肉、表皮および胃）では発現は検出されなかった
（Fig． 6）．
1－2－2．LPsあるいはPoly I：cで刺激した末梢血白血球における発現動態
 ヒラメRF－4は、 LPS刺激3時間後から発現が検出され、6時間ではさらに強く検出さ
れた。しかしながら、Poly I：c刺激では発現は検出されなかった（Fig．7）。
 ポジティブコントロールのIL－1βは、 LPS刺激1時間から6時間後で発現が検出され、
Mx proteinは、 Poly 1：C刺激3時間および6時間後で発現が検出された（Fig．7）。
1－2－3．E艀ぬあるいはVHSVに感染させたヒラメの腎臓における発現動態
 ヒラメIRF－4は、 E．酵40感染6日後に発現が検出された。しかしながら、 VHSV感染
では発現が検出されなかった（Fig．8）。
 ポジティブコントロールのIL－1βは、 E」orぬ感染3日および6日後に発現が検出され、
Mx proteinは、 VHSV感染3日および7目後に発現が検出された（Fig．8）。
第二節 ヒラメIRF－10遺伝子の構造および発現
2－1－1．ヒラメIRF－10cDNA構造
 cDNAライブラリーからのスクリーニング、5ラRACE法による転写開始点の決定および
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シークエンシングによって得られたヒラメIRF－10 cDNAの全長は1，897bpだった。タンパ
ク質をコ・一一・一ドするオープンリーディングフレーム（ORF）は、1，212bpで404アミノ酸残基
をコードしていた。ヒラメIRF－10 cDNAの3’非翻訳領域には、一過性発現するサイトカ
インに多く見られるAT－rich motif（ATTTA）カ§一つ存在していた。また、ポリAの22塩基
上流にポリアデニレーションシグナル（AATAAA）が存在していた（Fig．9）。
2－1－2．ヒラメIRF－10演繹アミノ酸配列構造
 ヒラメIRF－10の演繹アミノ酸配列は、 Blastによる相同性検索の結果、ニワトリIRF－10
（NM：204558）と相同性を示した。ヒラメIRF－10は、ニワトリIRF－10と46％のアミノ酸同
一率を示した。ヒラメIRF－10の5番目から115番目のアミノ酸領域には、標的遺伝子の
プロモーター領域に結合するためのDBDが保存されており、ニワトリIRF－10のDBDと
76％のアミノ酸同一率を示した。また、IRFに特徴的な5っのトリプトファン残基は全て
保存されていた。そして、201番目から378番目のアミノ酸領域には、C末端側に保存さ
れている共役分子と会合するためのIADが存在しており、ニワトリIRF－10のIADと
53％のアミノ酸同一率を示し、DBDに比べ保存性が低いことが明らかとなった（Fig．9－
11）o
 分子系統解析の結果、ヒラメIRF－10はIRF－10のクラスターに分類された（Fig．5）。
2－1－3．ヒラメIRF－10のExoMntron構造
 ヒラメIRF－10は、 cD：NA塩基配列およびBAC塩基配列をSpideyで解析した結果、
8exon／7intronの構造を取っていることが明らかとなった。全てのIntronの末端は、それぞ
れGT／AGであった。同様に、ニワトリIRF－10のcD：NA塩基配列およびBAC塩基配列を
Spideyで解析した結果、1番目のExonおよびIntron間に塩基配列不明領域があったが、
8exon／7intronの構造を取っていることが明らかとなった。全てのIntronの末端は、それぞ
れGT／AGであった。 Exon構造の詳細は、ヒラメでは449（翻訳領域は171bp），196，74，58，
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105，387，119，および481bp（翻訳領域は122bp）で、ニワトリは、160（翻訳領域は120bp），
243，52，90，101，380，118および408bp（翻訳領域は137bp）だった。このようにヒラメおよ
びニワトリ問では、非翻訳領域を含む末端のExonを除いて、ほとんどのExon構造は類
似していた。Intron構造の詳細は、ヒラメでは、455，529，643，376，83，184および779bpで、
ニワトリは、982，201，183，120，73，118および92bpだった。このようにExon構造と異な
りIntron構造はヒラメおよびニワトリ問では大きく異なっていた（Fig．12）。
2－1－4．ヒラメIRF－10のゲノム上のコピー数
 ヒラメIRF－10のcDNAより作成したプローブを用いてゲノムDNAサザンプロット解
析を行った結果、BamHI区では、約1，600bpおよび約1，300bp付近にバンドが存在してい
た。EcoRI区では、約23．1kbpより大きいバンドが一つ存在していた。 Hindlll区では、約
4．3bpにバンドが一つ存在していた。ハイブリダイズしたDNAバンド長とヒラメIRF－10
BAC塩基配列より予測された制限酵素で切断される塩基配列領域（Fig．）が一致している
ことからヒラメIRF－10はヒラメゲノム上に1コピー存在していることが明らかとなった
（Fig．12および13）。
2－2－1．各組織および末梢血白血球における発現
 ヒラメIRF－10は卵巣を除く様々な組織（脳、眼、鯉、心臓、頭腎、腸、肝臓、筋肉、
末梢血白血球、表皮、脾臓、胃および体腎）で発現が検出された。特に、鯉、心臓、頭腎、
腸、末梢血白血球、脾臓および三三で強く検出された（Fig．14）。
2－2－2．LPsあるいはPoly 1：cで刺激した末梢血白血球における発現動態
 LPSで刺激した末梢血白血球において、ヒラメIRF－10 mRNA蓄積量は、 PBSをコント
ロールで用いた区を基準とした際、刺激1時間後で1．1±0．3倍、3時間後で5．7±3．9倍、
6時間後で18．7±18．3倍に増加した（Fig．15）。
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 Poly I：Cで刺激した時、ヒラメIRF－10 mRNA蓄積量は、刺激1時間後で1．2±0．3倍、3
時間後で5．6±1．4倍、6時間後で15．3±8．5倍に増加した。また、Poly 1：c刺激3時間およ
び6時間後では、PBSをコントP一ルで用いた区に比べると統計的に有意な差異があっ
た（Fig．15）。
2－2－3．E． tardaあるいはVHSVに感染させたヒラメの腎臓における発現動態
 E．taJ・daに感染させたヒラメ腎臓において、ヒラメIRF－10 mRNA蓄積量は、非感染区
（oday）を基準とした際、浸漬感染1日後で1．4±o．3倍、3日後で5．5±3．8倍、6日後で
5．0±4．1倍に増加した（Fig．16）。
 VHSVに感染させたヒラメ腎臓において、ヒラメIRF－10 mRNA蓄積量は、非感染区
（PBS接種区）を基準とした際、注射感染1日後で1．3±0．8倍、3日後で28．7±Il．6倍、6
日後で20．0±1．3．1倍に増加した。また、注射感染3日後ではPBSを接種したコントロー
ル区に比べ統計的に有意な差異があった（Fig．17）。
第三節 ヒラメIL－10遺伝子の構造および発現
3－1－1．ヒラメIL－10cDNA構造
 cDNAライブラリーからのスクリーニングおよびシークエンシングによって得られたヒ
ラメIL－10 cDNAの全長は1，026bpだった。タンパク質をコードするオープンリーディン
グフレーム（ORF）は、561bpで187アミノ酸残基をコードしていた（Fig．）。ヒラメIL－10
cDNAの3’非翻訳領域には、一過性発現するサイトカインに多く見られるAT－rich motif
（ATTTA）が4つ存在していた。また、ポリAの13塩基上流にオーバーラップしている二
つのポリアデニレーションシグナル（AATAAATAAA）が存在していた（Fig．18）。
3－1－2．ヒラメIL－10演繹アミノ酸配列構造
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 ヒラメIRF－10の演繹アミノ酸配列は、 B lastによる相同性検索の結果、ヨーロピアンシ
ーバスIL－10（ABHO9454）と相同性を示した。ヒラメIL－10は、ヨーロヒ。アンシーバスと
72．2％、トラフグと64．2％、ミドリフグと58．5％、ニジマスと54．7％、バクレンと46．3％、
コイと46．3％、ゼブラフィッシュと45．2％、ヒトと23．3％、マウスと27．1％、ニワトリと
34．1％、コイヘルペスウイルスと24．0％のアミノ酸同一率を示した。
 ヒラメIL－10の1番目から23番目のアミノ酸には、サイトカインが細胞外へ分泌され
るのに関与しているシグナルペプチドが存在していた。また、IL－10が二量体を形成する
のに重要な4つのC（システイン）残基および魚類特異的な2っのシステイン残基が全て保
存されていた。IL－10ファミリーに保存されている二つのモチーフ（L｛FILMV］一X（3）［ILV］一
X（3）｛FILMV］一X（5）一C－X（5）｛ILMV］一X（3）一L－X（2）｛IV】｛FILMV］およびKA－X（2）一E－X・・D｛ILV］一
［FLY］一［FILMv］一X（2）｛ILMv］一［EKQz］）148）が66番目から96番目および159番目および173
番目のアミノ酸領域に保存されていた。しかしながら、二つ目のモチーフのD（アスパラ
ギン酸）がヒラメIL－10ではE（グルタミン酸）だった（Fig．18および19）。
 分子系統解析の結果、ヒラメIL－10は魚類r［！loのクラスターに分類された（Fig．20）。
3－2－1．各組織および末梢血白血球における発現
 鰐、頭腎、腸、末梢血白血球、脾臓および三三においてヒラメIL－10遺伝子の発現が検
出された。特に、鯉、腸および脾臓で強く検出された。他の組織（脳、眼、心臓、肝臓、
筋肉、卵巣、表皮および胃）では発現は検出されなかった（Fig．21）。
3－2・・2．LPsあるいはPoly I：cで刺激した末梢血白血球における発現動態
 ヒラメIL－10は、 LPS刺激3時間後から発現が検出され、6時間ではさらに強く検出さ
れた。しかしながら、Poly I：c刺激では発現は検出されなかった（Fig．22）。
3－2－3．E． taJ・daあるいはVHSVに感染させたヒラメの腎臓における発現動態
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 ヒラメIL－10は、 Ej躍ぬ感染3日後および6日後に発現が検出された。また、 VHSV
感染7日後に発現が検出された（Fig．23）。
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Fig． 3． Alignment of N－terminus amino acid sequences of IRF－4
Red box： DNA binding domain， Purple box： Nuclear localization signal， Orange box： IRF characteristic
tryptophan residue
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Fig． 23． Japanese fiounder IL－10 and positive control genes mRNA expression in kidney ofE． tarda
      or VHSV infected fishes detected by RT－PCR
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第四章 考察
第一節 ヒラメIRF－4遺伝子
 ヒラメIRF－4の14番目から124番目のアミノ酸領域には10－18アミノ酸を隔てて繰り
返される5つのトリプトファン（W）残基が特徴的であるD：NA binding domain（DBD）が存
在していた（Fig．2および3）。 IRF－4のみならずIRFはDBDを介して、標的遺伝子のプロ
モーター領域に存在するコンセンサス領域であるInterferon stimulated response element
（ISRE）を認識し結合することで、遺伝子の転写制御を行っている105）。ヒラメIRF－4は、
ヒトIRF－4のDBDと93％と非常に高いアミノ酸同一率を持っており、5つのトリプトフ
ァン残基も全て保存されていた。このことからヒトIRF－4と同じコンセンサス領域を認識
する可能性が示唆された。
 ヒラメIRF－4では、 DBD上に存在しているNucler localization signal（NLS）のアミノ酸構
造が完全に保存されていた。NLSは、 IRF－4サブファミリーのRF－4およびIRF－9が細胞
質から核へ移行する際に、トランスポータータンパク質に結合するために必要である。し
かしながら、いくつかのアミノ酸が異なるIRF－8では機能していないことが知られている
113）。ヒラメIRF－4のNLSのアミノ酸領域は、完全に保存されていることから、細胞質から
核移行する際に、このNLSが関与している可能性が非常に高いことが示唆された。また、
このNLSは、 C末端に存在するAuto inhibitory domain（AID）が結合しているため非活性時
には機能していない。しかしながら、C末端に存在するIRF association domain（IAD）にタ
ンパク質会合領域にPESTドメインを持つETSファミリー転写因子であるPU．1が結合す
ることで、NLSがAIDから解放され、標的遺伝子のプロモーター領域にあるコンセンサ
ス配列に結合し、遺伝子の転写を強く誘導することが知られている113）。ヒラメ・ IRF－4の
AIDは、哺乳類のIRF－4のAIDといくつかのアミノ酸が異なっていることと領域内にギ
ャップが存在していることから構造が大きく異なる。そのためヒラメIRF－4のAIDが
NLSに結合し、その機能を阻害しているかどうかは今後の研究課題であると考えられる。
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 IRFのC末端には共役分子と会合し、 IRFを活1生化するIADが存在している。 IRF－4で
は、この領域にNuclear factor of・activated T cellsが結合することでリンパ球の分化に関与
しているInterleukin－4（IL－4）の転写を誘導する136）。また、 PU．1が結合することで、免疫グ
ロブリン三二のK鎖の転写誘導を行う157）。さらに、Signal transducer and activator of
transcription 6（STAT6）と結合することで成熟B細胞の表現マーカーであるCD23の転写を
誘導する157）。しかしながら、IR．F－8と結合した場合はInterferon（IFN）一stimulated gene 15
（ISG15）の転写を抑制する158）。最近の研究では、 IADのN末端に近い領域で、 Toll like
receptor（TLR）のシグナル伝達のアダプター分子であるMyD88と炎症性サイトカインの転
写誘導を行うIRF－5との結合を競合することが明らかとなっている133）。このようにIRF－4
は、多様な遺伝子の転写制御を行うことが知られている。ヒラメIRF－4のIAD領域と哺
乳類のIAD領域のアミノ酸構造を比較したところ、哺乳類と約54％のアミノ酸同一率を
示した（Fig．4）。 DBDに比べて相同性が低いのは、 IADが結合するのが4つ核酸からなる
DNAでは無く、多岐に渡る可能性の高いアミノ酸構造を持つ共役分子が魚類と哺乳類で
は異なっていることが可能性の一つとして考えられた。
 ヒラメIRF－4は、既知のIRF－4と比べてアミノ酸構造が良く保存されており、分子系統
解析においてもIRF－4のホモログであることが支持された（Fig．5）。これらのことから、
既知のIRF－4と同様に共役分子と会合し、標的遺伝子の転写制御を行うことが示唆された。
 ヒラメIRF－4は、 RT－PCR解析の結果、組織において、鯉、心臓、頭腎、腸、卵巣、末
梢血白血球、脾臓および体腎で発現が検出された（Fig．6）。 IRF－4は哺乳類においてマク
ロファージおよびリンパ球のみで発現していることが知られている。ヒラメにおいても末
梢血白血球で発現が検出されたことから、ヒラメIRF－4が哺乳類と同様にマクmファージ
やリンパ球で発現しており、これら細胞における免疫応答に関与している可能性が示唆さ
れた。魚類では、造血器官である骨髄が存在していないが、腎臓がその役割を担っている。
ヒラメIRF－4が腎臓で発現が検出されたことから、食細胞であるマクロファージやリンパ
球の分化、増殖に関与している可能性が示唆された。総や腸では、外部環愛と常に接して
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いる機関であり病原微生物の侵入を防ぐために食細胞およびリンパ球が多く存在している
ことが考えられる。その為、これら細胞におけるヒラメIRF－4が検出したことが考えられ
る。心臓および脾臓もまた、これら組織に含まれる血液のリンパ球などにおけるヒラメ
IRF－4が検出されたと考えられた。また、ヒラメIRF－4は卵巣においても発現が検出され
た。IRF－6は発生において重要や役割を持っており、魚類においても発生時において発現
していることが知られているが123）、未受精卵では発生が行われていないため未受精卵の
恒常性あるいは成熟に関与している可能性が考えられた。
 IRF－4は、グラム陰性菌の細胞壁構成成分であるLipopolysaccharide（LPS）あるいは細胞
性免疫を誘導するIFN一γ刺激によってmR：NAの発現量は変わらないが、転写活性を持つ
ことが知られている132）。しかしながら、ヒラメIRF－4は、末梢血白血球においてLPS刺
激した場合3時間後から発現が強く検：出された（Fig．7）。さらに、グラム陰性菌であるE．
tardaに感染させたヒラメの腎臓においても感染6日後に発現が強く検出された（Fig．8）。
このことからヒラメIR：F－4は、哺乳類と異なり細菌感染によって活性化するだけではなく、
発現が誘導されることでさらに活性を高めていると考えられる。また、自然免疫の炎症反
応において重要な役割を持つ炎症性サイトカインであるIL－1βに比べると遅れて発現量が
増加していた。本研究では、炎症反応の回復期における発現解析を行っていないが、炎症
反応による刺激を受けて発現量が増加することによって、哺乳類のIRF－4と同様にIRF－5
とMyD88の結合を競合することで炎症反応の抑制に働いている可能性が示唆された。ま
た、Poly I：cあるいはVHsv感染による刺激では発…現が誘導されなかったことからウイル
ス感染においてはIRF－4が機能している可能性は低いことが示唆された（Fig．8および9）。
第二節 ヒラメIRF－10遺伝子
 IRF－10は、哺乳類のヒトおよびマウスでは失われたIRFファミリーメンバーである。
これまでに鳥類のニワトリでcDNA配列、演繹アミノ酸配列およびいくつかの標的遺伝
子が同定されている108）。
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 ヒラメIRF－10の5番目から115番目のアミノ酸領域にはヒラメIRF－4と同様に10－18
アミノ酸を隔てて繰り返される5っのトリフ。トファン（W）残基が特徴的であるDNA
binding domain（DBD）が存在していた（Fig．9および10）。 IRF－10の結合するコンセンサス
配列は明らかとなっていないが、IRFに特徴的なDBDを持つことから他のIRFファミリ
ーメンバーと同様にISRE配列を認識する可能性が高いことが考えられた。
 IRF－10は、 IRF－4サブファミリーに属している。しかしながらヒラメIRF－10は、哺乳
類のIRF－8と同様にNLSのアミノ酸構造はあまり保存されていない（Fig．3，9および10）。
そのため、IRF－10がどのようなメカニズムで核移行するかは不明である。
 IRF－10は、共役分子がどのようなものか明らかにされておらず、 IADはIRFによって
構造が異なる。しかしながら、比較的IRF－4およびIRF－8と構造が似ていることが知られ
ている108）。ヒラメIRF－IOの推測されたIADは、ニワトリIADと53％のアミノ酸同一率
を示した（Fig．11）。
 IRF－iOは、ニワトリにおいてII型IFN（IFN一γ）によって誘導されるMHC class Iおよび
Guanylate binding protein（GBP）を転写誘導を行い、1型IFNによって誘導される2’，5’一〇ligo
（A）の転写誘導を促進することが知られている108）。いずれも抗ウイルス作用を持つ遺伝子
でありIRF－1もこれら遺伝子に対して同様に作用することが知られている108）。このこと
からIRF－1がIR：F－10の共役分子の一つという可能性が考えられる。
 IRF－10のExon／1ntron構造はヒラメとニワトリ間でほぼ類似した構造をしており、生物
種を越えてIRF－lo遺伝子が保存されていることが明らかとなった（Fig．12）。しかしなが
ら、哺乳類では、ウシでは存在しているがヒトやマウスでは存在していない。IRF遺伝子
は、生物種によって保存されているファミリーメンバーの種類が異なっている。ニワトリ
では、IRF－3のホモログでは失われているが、 IRF－7のホモログは保存されている。この
IRF－7ホモログは、機能が哺乳類のIRF－3と類似しており、ニワトリでは失われたIRF－3
の機i能を補っていることが知られている158’ 159）。このようにIRFファミリーメンバーは進
化の過程で失われたそれぞれの機能をIRF問で補完していることが推察できる。このこ
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とから、ヒトやマウスでは、IRF－1がIRF－10と機能が重複しているため、 IRF・・lOが必ず
しも恒常性に必須ではないため失われてしまったと考えられた。
 ヒラメIRF－10は、 RT－PCR解析の結果、組織において、卵巣を除く様々な組織で発現
が検出された（Fig．14）。 IRF－10は通常は自己抗原を提示することでNK細胞から身を守
り、ウイルス感染時には内在性抗原を提示するMHC class Iの発現を誘導する。また、
MHC class lは、殆どの有核細胞で発現していることが知られている161）。このことから、
ヒラメにおいてもほとんどの組織で発現が検出されたと考えられた。さらに、IRF－10は
鳥類においてリンパ様組織および造血器官で発現していることが知られている108）。特に、
ヒラメIRF－10は、ヒラメIRF－4と同様に腎臓および末梢血白血球で発現が強く検出され
たことから、これら組織に含まれるリンパ球や食細胞で発現しており、その分化、増殖に
関与している可能性が示唆された。
 IRF－10は、鳥類においてdsRNAによって発現誘導されないがウイルス感染あるいは
IFNによって発現が誘導されることが知られている108・162）。ヒラメIRF－10は、ウイルス
のdsRNA合成アナログであるIFNを誘導するPoly I：c刺激によって発現が誘導された
（Fig．15）。また、 RNAウイルスであるVHSVによっても発現が誘導された（Fig．17）。発現
が刺激あるいは感染直後ではないため、これらによって発現誘導されたIFNによってヒ
ラメIRF－10が発現誘導されたと考えられた。さらに、 IRF－10は、グラム陰性菌の細胞壁
構成成分であるLPS刺激あるいは細胞内寄生性のグラム陰性菌のE齪ぬ感染によっても
発現が誘導されている傾向がみられた（Fig．15および16）。このことは、ヒラメIRF－loは
ウイルス感染のみならず細菌感染によっても発現誘導され、その免疫応答に関わっている
ことが示唆された。
第三節 ヒラメIL－10遺伝子
 IL－10は、ヒトにおいて6つのヘリックス構造を取り、4つのシステイン残基によって
共有結合では無くジスルフィド結合を介したホモニ量体構造をとることが知られている。
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ヒラメIL－10もまた4つのシステイン残基全てが保存されており、ヒトと同様にシステイ
ン残基を介した二量体をとることが示唆された（Fig．18および19）。さらに、魚類には4
つのシステイン残基の他にN末端側に2つシステイン残基が存在するがどのような役割
を持っているかは明らかにされていない。また、1：L－10ファミリー特有のモチーフが保存
されておりヒトなどと同様の立体構造を取ることが示唆された（Fig．18および19）。
 魚類IL－10は、頭腎、腸および脾臓で発現することが知られている145・ 146）。ヒラメIL－
10もまたこれら組織で発現していた（Fig．21）。特に、鯉および腸で発現が強く検出され
ていた。鯉および腸は常に外部抗原に接触している器官であり、炎症作用を抑制するIL－
10が発現していることによって、通常時における過剰な炎症反応を抑制していることが
考えられた。
 ヒラメIL－10は、 LPS刺激、 E． tardaあるいはVHSV感染によって発現が誘導された
（Fig．22および23）。その他の魚類でもLPS刺激によって発現が誘導されることが知られ
ており、炎症性サイトカインであるIL－1βよりおくれて発現がピークに達する145’ 146・ 148）。
このことは、炎症性サイトカイン産生量が増加することに伴って1レ10が産生されること
で過剰な炎症反応を抑制していることが考えられており、ヒラメにおいてもLPS刺激あ
るいはEjαrぬ感染時において同様の発現動態を示した（Fig．22および23）。ヒトでは、
ウイルス感染によってIL－10の発現が誘導されることが知られているが、ヒラメIL－10も
またRNAウイルスであるVHSV感染によって発現が誘導された。これらのことから、ヒ
ラメIL－10は細菌感染時における炎症反応抑制の他に、ウイルスにおける免疫応答にも関
わっていることが示唆された。
第四節 総括
 本研究では、免疫応答に深く関わっているIRF遺伝子およびIL－10遺伝子の構造および
発現解析を行った。いずれの遺伝子も機能が良く解析されている哺乳類および鳥類と同様
に機能的なドメイン、モチーフあるいはアミノ酸残基が保存されており、非常に類似した
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構造を持つことが示唆された。構造的に同じと言うことは、その遺伝子の持つ機能もまた
同じ可能性が非常に高く、これら遺伝子が哺乳類や鳥類と同様の免疫応答に関わっている
ことも強く示唆された。組織における発現解析の結果から、いずれの遺伝子も主に免疫応
答に深く関わっているリンパ球や食細胞で発現していることが示唆された。さらに、抗原
刺激あるいは病原微生物感染における発現動態の解析の結果、ヒラメIRF－4は細菌感染に
おける免疫応答に、ヒラメIRF－10およびヒラメIL－10は細菌あるいはウイルス感染にお
ける免疫応答に関わっていることが示唆された。いずれの遺伝子も自然免疫に関わる遺伝
子に遅れて発現が増加していることから、自然免疫から獲得免疫への過渡期あるいは獲得
免疫に関わっていることが考えられた。
 今後は、本研究の結果からこれら遺伝子の機能を詳細に解析することによって、魚類に
おける免疫応答の分子メカニズムが解明されることが期待される。
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